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RESUMEN 
 
La soja se ha convertido en el cultivo líder en el mundo y en nuestro país. Sin 
embargo, el cultivo de  soja puede ser atacado por insectos plaga que disminuyen su 
rendimiento, la soja responde al daño producido por los insectos generando diferentes 
compuestos químicos, como son los inhibidores de proteasas (IP) que disminuyen el 
crecimiento, desarrollo y supervivencia de los insectos. Las orugas de A. gemmatalis 
están adaptadas a alimentarse de soja a pesar de sus potentes defensas químicas, lo que 
la convierte en una plaga. Algunos de los mecanismos que utilizan los insectos para 
tolerar o evitar los IP son: sobre expresar enzimas digestivas, expresar isoenzimas 
resistentes, degradar al inhibidor o seleccionar hojas con menos niveles de inhibidores. 
Otra alternativa no estudiada hasta el momento es la desactivación de los IP mediante la 
reducción de los puentes disulfuro por las proteínas tiorredoxinas (Trx) del insecto. En 
experimentos in vitro se ha demostrado que la Trx humana reduce los enlaces disulfuro 
presentes en los inhibidores de proteasas de la soja BBI y KTI inactivándolos. Estos 
resultados llevaron a que en esta tesis se proponga la hipótesis “Las tiorredoxinas 
intestinales de A. gemmatalis inactivan a los IP reduciéndolos, lo cual  les permite 
alimentarse de soja sin que su crecimiento y desarrollo sea afectado”. En este trabajo se 
estudió la interacción de la soja con las larvas de A. gemmatalis con el objeto de 
dilucidar los mecanismos que le permiten a este insecto tolerar los IP y alimentarse de la 
soja (GmIP) sin afectar su supervivencia. Orugas de A. gemmatalis desde neonatos hasta 
5To estadio fueron alimentadas con  dietas artificiales con concentraciones contrastantes 
de GmIP, o bien alimentadas sobre plantas de soja cvs Williams (control) y NoKunitz 
(mutante de Williams que no expresa Kunitz). Se determinaron  la supervivencia, el 
consumo y el peso de las orugas. Llegado el 5to estadio se las disectó y se extrajo el 
intestino, que se utilizó para determinaciones enzimáticas, expresión de genes y 
actividades enzimáticas in vitro. 
En este trabajo de tesis se determinó la capacidad de la tiorredoxina de A. 
gemmatalis (AgTrx) para desactivar a los GmIP, sugiriendo que el aumento en la 
expresión de AgTrx no sería sólo una cuestión de defensa contra el estrés oxidativo, sino 
también un mecanismo de desactivación directo de los GmIP. La desactivación de los 
GmIP en el intestino le permitiría a la oruga alimentarse de la soja a pesar de los GmIP. 
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Tanto la supervivencia, como el peso de las orugas alimentadas de dietas artificiales, 
como de plantas de soja con diferente concentración de GmIP no fueron afectados. A su 
vez fue posible determinar que la Trx de la soja también tiene la capacidad de desactivar 
a los GmIP, sin embargo, esta desactivación no sería tan eficiente como la producida por 
la AgTrx, lo que sugiere una especificidad de la interacción de la AgTrx con los GmIP.  
Los lepidópteros tienen principalmente proteinasas de tipo tripsina,  como las orugas 
de A. gemmatalis. En este trabajo se encontró que la actividad enzimática de los 
extractos digestivos de las orugas de A. gemmatalis no se vio mayormente alterada por 
los GmIP. Se determinó que la actividad enzimática intestinal de tipo tripsina de las 
orugas de A. gemmatalis en experimentos in vitro disminuyó por la presencia de los 
inhibidores de proteasas KTI y BBI, sugiriendo que estas orugas no inducen  la 
producción de enzimas resistentes a los GmIP como mecanismo para tolerar los IP. Sin 
embargo, el análisis de las secuencias de las tripsinas identificadas indica que al menos 
una de ellas se correlaciona con una tripsina insensible a los IP. Por otro lado, los  
parámetros cinéticos de las tripsinas de las orugas alimentadas por el cv Williams 
fueron menores que las alimentadas por el cv NoKunitz, sugiriendo una diferente 
composición enzimática de los extractos generada por las variaciones de los GmIP 
presentes en los cultivares de soja.  
Esta tesis es el primer trabajo que identifica, clona y obtiene secuencias de genes de 
tripsinas digestivas de orugas de A. gemmatalis y analiza su expresión frente a los 
GmIP.  Se determinó que frente a los GmIP aumentó la expresión de las tripsinas 
digestivas. Sin embargo, mientras que en orugas alimentadas con altos niveles de GmIP 
la expresión de una de las tripsinas  aumenta, no se encontraron diferencias de expresión 
de este gen entre orugas alimentadas del cv Williams o del cv NoKunitz. Esto podría 
indicar una respuesta diferente de las tripsinas frente al BBI que al KTI. Además las 
secuencias obtenidas de tripsinas digestivas de A. gemmatalis se correlacionaron 
estructuralmente con tripsinas de lepidópteros ya secuenciadas y descriptas. AgTry1, 
presenta homología con tripsinas del grupo II o insensible a los IP, AgTry2, presenta 
homología con tripsinas del grupo I y AgTry3 con tripsinas del grupo III, estos últimos 
representan a tripsinas sensibles a los IP.  
Aunque queda claro que los insectos son capaces de expresar una variedad de 
proteinasas en respuesta a la exposición a IP, el mecanismo de inducción enzimática es 
aún desconocido, así como también se desconoce qué otros factores están involucrados 
de manera más directa en esta tolerancia a los IP, como es el caso de AgTrx.  Clonar y 
 XIII 
 
expresar la mayor cantidad de tripsinas de A. gemmatalis posibles para poder evaluar  
sus características de resistencia o susceptibilidad frente a los GmIP, y determinar las 
interacciones con AgTrx y GmTrx ayudarían a identificar estos intrincados mecanismos. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. El cultivo de soja y sus características. 
La soja (Glycine max L. Merrill) es la oleaginosa dominante en el mercado 
internacional, representando alrededor del 56% de la producción global de semillas 
cuyo destino es la extracción de aceites. La demanda de soja se mantiene en crecimiento 
continuo debido a su uso para consumo humano y animal, ya que es un alimento con un 
alto valor nutricional y debido a la utilización del aceite para la producción de biodiesel. 
Además, la soja es una materia prima con una alta gama de productos secundarios tales 
como lecitina, vitaminas, nutracéuticos y antioxidantes. 
Argentina se encuentra en el tercer lugar como país productor de soja luego de 
Estados Unidos y Brasil. En Argentina la producción de soja ha alcanzado 61 millones 
de toneladas, con 19,8 millones de hectáreas implantadas en la campaña 2014-2015 
(Ministerio de Agricultura de la Nación, 2016). 
 
La soja es una legumbre de ciclo anual originaria del norte de China, que alcanza 
entre 0,5 y 1,5 metros de altura. Posee hojas grandes, trifoliadas y pubescentes y 
pertenece a la familia de las Papilionáceas (Fabáceas). Sus flores se ubican en las axilas 
de las hojas, son pequeñas, de color blanco-amarillento o azul-violáceo y se encuentran 
agrupadas en inflorescencias. Las vainas de esta especie son cortas y contienen en su 
Figura 1: Esquema de planta de soja. Extraído de 
“porquebiotecnologia.com.ar”. 
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interior entre una y cuatro semillas oleaginosas, con distintas variaciones de color 
(Figura 1).  
La soja posee un alto contenido de nutrientes, especialmente lípidos y proteínas de 
sus semillas, que en promedio contiene 36,5% de proteínas, 20% de lípidos, 30% de 
glúcidos, 9% de fibra, 8,5% de agua y 5% cenizas. Las proteínas de las semillas son  de 
alta calidad en comparación con otros alimentos de origen vegetal. 
En general, las proteínas de origen vegetal suelen poseer proteínas bajas en 
aminoácidos esenciales azufrados como metionina y cisteína, pero la soja es abundante 
en estos aminoácidos, lo que la convierte en una buena fuente de alimentación para 
herbívoros.  
 
1.2. Los inhibidores de proteasas como defensa de la soja. 
Las plantas responden frente al ataque de insectos aumentando la producción de 
defensas químicas que inhiben o detienen el ataque de herbívoros.  
Las defensas de las plantas pueden ser constitutivas e inducibles. Las defensas 
constitutivas son aquellas que están pre formadas y existen con anterioridad al ataque 
del insecto, como por ejemplo las barreras físicas y químicas. Las defensas inducidas 
son aquellas que se producen en los tejidos vegetales a partir del ataque del insecto. Hay 
defensas que pueden ser constitutivas pero que igualmente aumentan una vez producido 
el ataque. En general, se deben cumplir 3 pasos para que se produzcan las defensas 
inducidas: detección de ataque, transducción de la señal y la producción de la defensa 
química. Las defensas inducidas pueden ser directas o indirectas. Las defensas 
indirectas son compuestos volátiles producidos por las plantas luego del daño de 
insectos, que atraen enemigos naturales de los herbívoros. Por otro lado, las defensas 
directas son aquellas defensas de la planta que afectan directamente al herbívoro, como 
por ejemplo compuestos químicos que pueden ser ingeridos por los herbívoros. Las 
defensas directas pueden tener efectos tóxicos (toxinas), o bien pueden ser antinutritivas 
(antinutrientes). Los antinutrientes son compuestos que disminuyen el aprovechamiento 
de los nutrientes, fundamentalmente de los esenciales que son aquellos que el 
organismo no sintetiza y deben ser aportados por los alimentos, esta acción la realizan 
afectando la digestión.  
La digestión es un proceso biológico que se lleva a cabo en la luz del tracto 
digestivo y está a cargo de diferentes enzimas específicas, secretadas por glándulas o 
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células del sistema digestivo. Las proteínas que se ingieren con la dieta son digeridas 
por diferentes enzimas específicas denominadas proteasas, que son activadas por acción 
enzimática o ácida. Una de las proteasas más importantes es la tripsina debido a que es 
una endoproteasa altamente eficiente (hidroliza enlaces pepiticos en residuos con carga 
positiva, como lisina o arginina), y además, es  la encargada de activar al resto de las 
proteasas (Gyton y Hall, 1996).  
 
Muchos tejidos vegetales poseen proteínas inhibidoras de proteasas que ocasionan, 
en los organismos que los ingieren, dificultades en la digestión y/o alergias alimentarias. 
Los inhibidores de proteasas (IP), además de inhibir la actividad de la tripsina, inhiben 
indirectamente al resto de las proteasas que son activadas por la tripsina, disminuyendo 
la disponibilidad de aminoácidos a ser asimilados y  ocasionando un trastorno 
generalizado de la digestión y por lo tanto en la nutrición. Entre las defensas químicas 
directas más importantes de la soja contra el ataque de insectos se encuentran los IP 
(Figura 2). En las semillas de soja aproximadamente un 6% de las proteínas son IP, 
Figura 2: Esquema de tipos de defensas directas de plantas. Extraído de 
Chen (2008), Inducible plant defense against insect herbivores: A review. 
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estas proteínas además de disminuir la actividad enzimática de la tripsina, generan en 
los organismos que los ingieren intolerancia y alergias alimentarias (Duffey y Stout, 
1996; Friedman y Brandon, 2001; Jamal et al., 2013; Khattab y Arntfield, 2009). Los IP 
son producidos por un gran grupo de especies de plantas y pueden tener función 
defensiva contra los insectos herbívoros (Chen, 2008; da Silva Fortunato et al., 2007; 
Zavala et al., 2004b). 
Los IP más importantes de la soja son los inhibidores de tripsina Bowman Birk 
(BBI) (Birk et al., 1963; Bowman, 1946) y Kunitz (KTI) (Kunitz, 1946) (Figura 3). 
BBI es una proteína de bajo peso molecular, aproximadamente 8kDa, que actúa como 
inhibidor competitivo de tripsina y quimiotripsina digestiva pudiendo generar un 
complejo ternario estable con cada una de ellas o ambas en simultáneo. Este IP está 
conformado por una cadena polipeptídica que forma una estructura simétrica de 2 
dominios tricíclicos; cada dominio comprende una región nonapeptídica unida mediante 
un puente intramolecular disulfuro conformado por 2 cisteínas. En cada dominio se 
conforma un sitio de unión a proteínas diana que actúa de manera independiente pero 
simultaneo con enzimas de tipo tripsina y quimiotripsina formando complejos 
estequiométricos estables (Birk, 2003). BBI presenta 7 puentes disulfuro 
intramoleculares formados por 14 cisteínas, de los cuales 4 se encuentran cercanos al 
dominio de inhibición N-terminal y 3 cercanos al dominio de inhibición C-terminal. 
Estos puentes disulfuro contribuyen a la estabilidad de los dominios de inhibición 
incluso en condiciones extremas de pH y temperatura, razón por la cual BBI es 
resistente a la proteólisis y a la desnaturalización por  calor (Birk, 2003). Por otro lado, 
KTI está formado por una cadena polipeptídica de 181 aminoácido que componen una 
proteína de 20,1kDa con 2 puentes disulfuro que le confieren estabilidad a la 
temperatura y al calor. Posee un solo sitio de unión a tripsina con la que establece una 
unión covalente por similitud a sustrato generando una inhibición de tipo competitiva 
(Birk, 2003).  
Los IP de la soja (GmIP) disminuyen la asimilación de aminoácidos en el intestino 
de los insectos que los consumen, afectando su crecimiento y desarrollo (Broadway y 
Duffey, 1986; Johnston et al., 1995; McManus y Burgess, 1995;  Zavala y Baldwin, 
2004). Estos GmIP junto con los isoflavonoides son una de las defensas más 
importantes contra Lepidópteros como Anticarsia gemmatalis (A. gemmatalis) (Heath  
et al., 1997; Pompermayer et al., 2003; Zavala et al., 2008).   
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1.3. Anticarsia gemmatalis como plaga del cultivo de soja. 
Debido a su alto contenido de nutrientes, la soja es blanco de un amplio número de 
especies de insectos que intentan alimentarse de ella, aunque no todas logran 
conseguirlo debido a las potentes defensas antiherbívoro que posee. Sin embargo, hay 
especies de insectos que logran alimentarse de la soja y tolerar sus defensas generando 
grandes pérdidas al cultivo; a estas especies se las denomina plagas. 
A. gemmatalis es un lepidóptero propio de las zonas tropicales y templadas de 
América. Ataca leguminosas y por eso se la conoce también como “la oruga de las 
leguminosas” y constituye el defoliador más importante de la soja en el hemisferio 
occidental. El adulto es una polilla de 26 a 36mm de expansión alar y de hábitos 
Figura 3: Esquema de inhibidores de proteasa de soja. 
A: BBI: Péptido de 8 kDa que posee 7 enlaces disulfuro 
intramoleculares y un sitio de unión a tripsina y un sitio 
de unión a quimiotripsina. B: KTI: Péptido de 20 kDa que 
posee 2 enlaces disulfuro intramoleculares y un sitio de 
unión a tripsina (Birk, 2003). 
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nocturnos. Los machos son más pesados y grandes que las hembras. Las hembras 
desovan en las vainas, tallos, y envés de las hojas. Los huevos son esféricos, 
ligeramente achatados y de 1,5mm de diámetro. El período embrionario dura 3 días, al 
cabo de los cuales eclosionan las orugas. Las orugas son de color verde con líneas 
longitudinales blancas y cada anillo del cuerpo está separado por una línea de color 
amarillo. Desarrolla seis estadios larvales, de 20 a 30 días y llega a medir entre 35 a 
40mm de longitud, luego empupa bajo restos de hojas o en los primeros centímetros del 
suelo, y al cabo de 10 a 12 días emerge el adulto (Figura 4). En nuestro país suceden 
alrededor de cinco generaciones anuales, transcurriendo el invierno en fase de pupa 
(Ministerio de agricultura de la Nación).  
 
 
Las orugas son muy voraces; una oruga puede llegar a consumir entre 100 y 110cm2 
de hoja de soja generando grandes pérdidas en el cultivo. Las orugas del primer estadio 
roen la faz inferior de las hojas, y a partir del segundo estadio consumen las partes 
tiernas de las hojas dejando las nervaduras intactas. En ataques muy severos pueden 
consumir brotes, tallos tiernos y vainas que aún no formaron granos (INTA, 2010). Las 
orugas de A. gemmatalis generan grandes pérdidas en la producción, debido a que está 
adaptada a alimentarse de soja y tolerar sus GmIP. Son varios los mecanismos que 
tienen los insectos para alimentarse de las plantas y tolerar o evitar los IP: I) 
aumentando la síntesis de la enzima inhibida (Brioschi et al., 2007; Broadway, 1995; 
Markwick et al., 1998; Stevens et al., 2013), ll) sintetizando nuevas isoenzimas que no 
sean inhibidas por los IP (Brioschi et al., 2007; Dunse et al., 2010; Jongsma et al., 
1995; Jongsma y Bolter, 1997; Pereira et al., 2005; Volpicella et al., 2003), III) 
sintetizando enzimas que degraden al IP (Giri et al., 1998), o IV) seleccionando hojas 
Figura 4: Anticarsia gemmatalis. Adulto y orugas. Extraído de INTA UEE 
San Francisco. 2010. 
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dentro de la planta con menos niveles de IP (Zavala et al., 2008). Otra posible 
alternativa  prácticamente no estudiada hasta el momento es  la desactivación de IP 
mediante la reducción de los puentes disulfuro por las proteínas tiorredoxinas del 
insecto. 
1.4. Tiorredoxinas. 
Las tiorredoxinas (Trx) son una familia de proteínas termoestables pequeñas 
(aproximadamente 12kDa) con grupos disulfuro catalíticamente activos. Esta clase de 
proteínas se ha encontrado en todos los organismos, y se la ha relacionado con infinidad 
de rutas bioquímicas (Buchanan et al., 1994).  
El sitio activo de la Trx tiene dos residuos de cisteína activos en reacciones redox 
con una secuencia de aminoácidos altamente conservada. Cuando se oxidan estas 
cisteínas forman un puente  disulfuro (-S-S-) que puede reducirse hasta el nivel de 
sulfhidrilo (-SH) a través de una variedad de reacciones específicas (Figura 5). En los 
sistemas fisiológicos, esta reducción puede efectuarse mediante ferredoxina reducida, 
NADPH u otros agentes reductores de Trx asociados. 
 
La forma reducida de la Trx es un excelente catalizador y por lo tanto las mismas se 
encuentran implicadas en la regulación de un amplio espectro de eventos celulares. La 
principal función que se le adjudica al sistema Trx es la de modular ciertas enzimas 
Figura 5: Esquema de modo de acción de la Trx. La Trx reducida genera un 
enlace disulfuro temporal con la proteína diana que es resuelto por la segunda 
cisteína de la Trx quedando reducida la proteína diana. Extraído de Maeda et al., 
(2006). 
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clave de procesos metabólicos, tales como la fructosa-1,6-bifosfatasa cloroplastídica 
(Chueca et al., 2002) y la de prevenir y combatir el stress oxidativo celular (Gelhaye et 
al., 2004; Schurmann y Jacquot,  2000).  
Dentro de las leguminosas se han descubierto cuatro Trx-h en arveja (Pisum 
sativum) (Montrichard et al., 2003; Traverso et al., 2007), seis en semilla de soja 
(Häberlein, 1991), y dos Trx en la misma especie con un dominio transmembrana en sus 
regiones N-terminales (Shi y Bhattacharyya, 1996). En las bases de datos se registran 
tres secuencias de Trx de soja, dos de la cuales pertenecen a nuestro laboratorio (Crelier 
et al., 2007). En plantas, la función fisiológica históricamente atribuida a la Trx es la 
regulación de enzimas fotosintéticas (Pagano et al., 2000a, Chueca et al., 2002).  Pero 
desde hace una decena de años se ha volcado en la bibliografía suficiente evidencia que 
indica que las Trx también reducen enzimas involucradas en la protección contra el 
estrés oxidativo tales como peroxirredoxinas, metionin sulfóxido reductasas, y glutatión 
peroxidasas (Arnér y Holmgren, 2000; Pagano et al., 2000b; Jacquot et al., 2002, Arán 
et al., 2009). El hallazgo de estas proteínas diana mediante las técnicas de proteómica 
han llevado a proponer que las Trx pueden efectivamente proteger a la planta del daño 
oxidativo (Gelhaye et al., 2004; Hisabori, et al., 2005; Vieira Dos Santos y Rey, 2006; 
Montrichard et al., 2009). Además de la protección frente a los agentes oxidantes, las 
Trx-h también estarían relacionadas con la movilización de reservas durante la 
germinación, la autoincompatibilidad del polen, y la regulación del ciclo celular (Meyer 
et al., 1999; Baumann y Juttner, 2002; Wong et al., 2002; Serrato y Cejudo, 2003; 
Vieira Dos Santos y Pascal, 2006; Zahid, et al., 2008). 
En insectos las Trx han sido descriptas para las especies Manduca sexta, Bombix 
mori, Helicoverpa armigera y Spodoptera litura en donde se las ha descripto como 
antioxidantes y protectoras del daño oxidativo pero sin mayor detalle o conocimiento 
acabado de sus funciones (Kang et al., 2015; Kim et al., 2007). Se ha sugerido que el 
sistema Trx de las células intestinales de algunos insectos tendría la función de proteger 
del estrés oxidativo a las células epiteliales del tracto digestivo (Kanzok et al., 2001; 
Krishnan et al., 2009).  A pesar de que sólo se considera a las Trx como antioxidantes, 
también se ha demostrado que el sistema Trx  reduce los enlaces disulfuro presentes en 
los GmIP in vitro. La reducción de los enlaces disulfuro in vitro resultó en la 
inactivación de estos IP, así como también en el aumento de la susceptibilidad de éstos a 
la digestión y la desnaturalización por calor (Faris et al., 2008). Además, algunos 
estudios han demostrado que el efecto reductor del sistema Trx en proteínas tales como 
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la B-lactoglobulina de la leche y la gliadina y glutenina de trigo disminuye su 
alergenicidad y aumenta su digestibilidad (Buchanan y et al., 1994 y 1997; del Val et 
al., 1999; Weichl et al., 2006). Sin embargo, no está claro cuál es la participación de las 
Trx en la digestión, siendo necesario realizar más estudios que profundicen los 
hallazgos antes mencionados. Determinar si el sistema Trx del insecto no sólo tiene 
función antioxidante, sino también como protector del sistema digestivo desactivando 
los GmIP, nos permitirá entender el mecanismo de desactivación de los IP para luego 
poder transferir este modelo a otros organismos. Para entender cómo los insectos 
pueden tolerar dietas con elevadas cantidades de IP es preciso entender cómo 
interactúan bioquímicamente los GmIP con el sistema de Trx, así como también, los 
mecanismos de digestión y regulación.  
En la presente tesis se estudió el sistema Trx de las células del tracto digestivo de 
orugas de A. gemmatalis y se determinó si éstas  proteínas reducen los enlaces disulfuro 
de los GmIP, como el BBI y el KTI, y aumentan la digestibilidad de las proteínas de la 
soja. La desactivación de los GmIP permitiría a A. gemmatalis alimentarse de dietas 
ricas en IP. El tracto digestivo de los insectos es un buen sistema para analizar los 
mecanismos involucrados en la digestión de proteínas de diferentes fuentes vegetales 
debido a que es un sistema simple, reproducible, controlable y medible. La utilización 
de orugas de A. gemmatalis para determinar cómo se desactivan los IP, representa un 
punto de partida para abordar estudios en organismos más complejos, como aves y 
mamíferos, y abrir puertas a la aplicación de Trx para la solución de una serie de 
problemas relacionados con los GmIP.  
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2. OBJETIVOS e HIPOTESIS 
2.1. OBJETIVO GENERAL 
Investigar la participación y mecanismo de acción de las tiorredoxinas intestinales 
de A. gemmatalis en la digestión de proteínas de soja. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS: 
 Determinar supervivencia y peso de orugas de A. gemmatalis alimentadas sobre 
genotipos de soja que expresan niveles de GmIP contrastantes. 
 Analizar la expresión génica y actividad de Trx y tripsinas digestivas de orugas 
de A. gemmatalis alimentadas sobre genotipos de soja que expresan niveles de 
GmIP contrastantes. 
 Determinar las interacciones bioquímicas in vitro del sistema Trx - tripsina - 
GmIP, expresando heterólogamente el gen clonado de Trx, determinando el 
efecto reductor de tiorredoxina de A. gemmatalis (AgTrx) sobre la actividad de 
tripsina bovina y los GmIP, y midiendo la actividad in vitro de diferentes GmIP 
en presencia de AgTrx. 
 
2.3. HIPÓTESIS GENERAL 
Las tiorredoxinas intestinales de A. gemmatalis inactivan a los GmIP reduciéndolos, 
lo cual les permite alimentarse de soja sin que su crecimiento y desarrollo sea 
afectado. 
2.4. HIPOTESIS ESPECÍFICAS: 
 Las orugas de A. gemmatalis están adaptadas a alimentarse de soja y por lo tanto 
el crecimiento y desarrollo no son afectados por los GmIP. 
 La AgTrx tiene un efecto protector sobre las tripsinas digestivas. 
 La AgTrx inactiva a los GmIP reduciéndolos y manteniendo la actividad de la 
tripsina que es afectada en presencia de los GmIP. 
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2.5. PREDICCIONES 
 Las orugas que consumen dietas con  distintos niveles de GmIP tienen pesos y 
supervivencia similares. 
 Las dietas con altos niveles de GmIP aumentan la expresión y actividad de  las 
Trx en el intestino de A. gemmatalis. 
 Aunque la actividad de la tripsina disminuye en presencia de los GmIP, la 
actividad de estas enzimas se restablece en presencia de AgTrx. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Con el objeto de observar la tolerancia de orugas de A. gemmatalis frente a los 
GmIP, se realizaron experimentos utilizando diferentes dietas artificiales con 
concentraciones de GmIP contrastantes y con hojas de soja de genotipos que presentan 
concentraciones de GmIP contrastantes. Además, se realizaron experimentos in vitro 
con la proteína Trx de A. gemmatalis expresada heterólogamente. Las condiciones de 
diseño de estos experimentos buscaron generar aproximaciones sobre la respuesta de A. 
gemmatalis a los GmIP desde condiciones más experimentales hasta condiciones más 
reales; a su vez, los experimentos in vitro buscaron dilucidar las interacciones 
bioquímicas del sistema Trx de A. gemmatalis-GmIP-tripsina (Figura 6). 
 
 
 Figura 6: Esquema general de experimentos. Materiales y métodos. 
 
3.1. Material biológico y condiciones de crecimiento. 
3.1.1. Insecto: Se trabajó con orugas de A. gemmatalis que fueron provistas por el 
Instituto de Microbiología y Zoología Agrícola del Instituto Nacional de Tecnología 
Agropecuaria (IMyZA-INTA, Castelar) y mantenidos con dieta artificial a base de 
soja cocida provista también por el IMyZA en cajas plásticas de 13x18x7cm en  
cámara con fotoperiodo, temperatura y humedad adecuados para el insecto (14:10 
luz: oscuridad– 25ºC-20°C – 60% humedad). 
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3.1.2. Alimentación: 
3.1.2.1. Dieta artificial y semillas de soja: Se trabajó con la dieta provista por el 
IMyZA como dieta control. Los tratamientos se realizaron mezclando la dieta 
control con diferentes proporciones (20% y 80%)  de semillas de soja cv Williams 
que recibieron diferentes tratamientos: cocción, desactivación de GmIP por 
tratamiento con metabisulfito de sodio y crudas. 
3.1.2.2. Plantas de soja: Se utilizaron hojas totalmente expandidas de 2 genotipos 
de soja (Williams y PI542044) cultivadas en cámaras con condiciones controladas 
de luz, temperatura y humedad, o bien; cultivadas en macetas a campo en los 
terrenos de la Facultad de Agronomía de la UBA (FAUBA).  
 
3.2. Experimentos 
3.2.1. Con dieta artificial en cámaras de crecimiento: El experimento consistió en 
alimentar a las orugas de A. gemmatalis con las diferentes dietas desde neonatos 
hasta 5to estadio, y medir la supervivencia y el peso de las orugas. Las orugas en 5to 
estadio fueron disectadas y se extrajeron los intestinos para hacer mediciones de la 
actividad de tripsina digestiva y se realizó el análisis de expresión de genes de 
tripsina y tiorredoxina. Este experimento se realizó en condiciones controladas en 
cámara con fotoperiodo, temperatura y humedad adecuados para el insecto (14:10 
luz: oscuridad– 25ºC-20°C – 60% humedad). El experimento fue realizado por 
triplicado. 
Las diferentes dietas consistieron en: 
 Control: Dieta a base de soja cocida provista por el IMyZA, libre de GmIP. 
 Soja Cocida (SCoc): Dieta control mezclada en 2 concentraciones (20% y 80%) 
con semillas de soja cv Williams, cocida para desnaturalizar las proteínas y 
desactivar a los GmIP. Se tomaron semillas secas de soja cv Williams y se 
pusieron a hidratar con agua destilada a 8°C durante 20h. Luego con agua 
destilada nueva se las colocó a 100°C durante 1h. Pasado ese periodo se escurrió 
y se conservó a -20°C. 
 Soja Metabisulfitada (SS): Dieta control mezclada en 2 concentraciones (20% 
y 80%) con semillas de soja cv Williams, tratada con una solución  de 
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metabisulfito de sodio que desactiva a los GmIP sin dañar al resto de las 
proteínas.  Se tomaron semillas secas de soja del cv Williams y se pusieron a 
hidratar con agua destilada a 8°C durante 20h. Luego las semillas fueron 
sumergidas en una solución 0,1M de metabisulfito de sodio en baño térmico a 
50°C durante 2h. Pasado ese periodo se realizaron 7h de lavados y agitación con 
agua destilada en la siguiente frecuencia: 1er hora: cada 15 min; 2da hora: cada 30 
min; luego cada 1 hora. Pasado ese periodo se escurrió y se conservó a -20°C. 
 Soja Cruda (SC): Dieta control mezclada en 2 concentraciones (20% y 80%) 
con semillas de soja de cv Williams cruda que contiene GmIP. Se tomaron 
semillas secas de soja de cv Williams y se pusieron a hidratar con agua destilada 
a 8°C durante 20h. Pasado ese periodo se escurrió y se conservó a -20°C. 
 
3.2.2. Con plantas de soja en macetas a campo: Con el objeto de determinar la 
respuesta de orugas de A. gemmatalis frente los GmIP de hojas de soja, los neonatos 
de A. gemmatalis fueron colocados en plantas de soja cultivadas en macetas a 
campo. Para estos experimentos se utilizaron cultivares de soja con distintos niveles 
de GmIP contrastantes: Williams, como cultivar control y PI542044, que es un 
cultivar mutante de Williams que no expresa KTI y al que se denominará de aquí en 
adelante NoKunitz. 
Las orugas se alimentaron de hojas de soja desde neonatos hasta el 5to estadio y 
durante ese periodo se evaluó el consumo, la supervivencia y el peso de las orugas. 
Llegado el 5to estadio, las orugas fueron disectadas y se le extrajeron los intestinos 
para hacer mediciones de actividad de tripsina digestiva y análisis de expresión de 
genes de tripsina y tiorredoxina. El experimento fue realizado por triplicado. 
 
3.2.3. Experimentos in vitro: Con el objeto de determinar la actividad de Trx de A. 
gemmatalis en la interacción con GmIP se secuenció, clonó y expresó 
heterólogamente una Trx de A. gemmatalis con la que se realizaron diferentes 
experimentos de actividad enzimática con tripsina bovina, BBI y KTI. También se 
determinó su estructura tridimensional mediante difracción de rayos x con los fines 
de evaluar la interacción estructural con BBI y KTI.  
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3.3. Mediciones físico-químicas: 
3.3.1. Composición de la dieta: Con el objeto de evaluar la homogeneidad 
nutricional de las dietas brindadas a las orugas se realizaron análisis de la 
composición nutricional de las diferentes dietas para lo que se determinó: el 
porcentaje de humedad, proteínas, lípidos y cenizas. Todas las mediciones se 
realizaron por triplicado. 
3.3.1.1. Proteínas: El porcentaje de proteínas de la dieta se midió por el método de 
detección de nitrógeno Kjeldhal (Kjeldahl, 1883), que consistió en tomar 100mg 
de muestra molida con mortero y N2 líquido, y luego secada en estufa a 80°C 
durante 48h. Luego se mezcló en balón con una medida de catalizador (Sulfato 
Cúprico (CuSO4) 100 partes + Sulfato de Potasio (K2SO4) 10 partes + Selenio 1 
parte) y 10ml de ácido sulfúrico al 98%.  Luego se calentó bajo campana en 
parrilla y con el sistema de enfriamiento de gases por agua hasta digestión 
completa, que fue observada por cambio de color, agitando periódicamente. Se 
retiró de la estufa y una vez frio, se agregó en el balón de digestión 200ml de agua 
destilada, 2 escollas de zinc y 1,5 ampolla de Hidróxido de sodio 40% p/v, y se 
colocó en el destilador con el mechero por debajo del balón. En la salida del 
destilador se colocó un erlenmeyer con 25ml de una solución de Ác. Bórico 2% 
(2% de Ac. Bórico, 0,1% de solución verde de Bromocresol 1mg/ml en etanol, 
0,07% de solución rojo de metilo 1mg/ml en etanol) y se procedió hasta 
destilación de 100ml. Finalmente se tituló con Ác. Sulfúrico diluido y valorado 
hasta que la solución volvió al color original (T1). El blanco de Ác. Bórico se 
realizó destilando agua y titulando (T2) con la misma solución de sulfúrico 
valorada. Para la obtención del peso bruto (PB) se recurrió a la siguiente fórmula: 
 
 
3.3.1.2. Lípidos: El porcentaje de lípidos de la dieta se midió por método Soxhlet 
(Harris, 1970) por el laboratorio de servicios de la cátedra de bioquímica de la 
FAUBA utilizando extracción con hexano por 6h. 
3.3.1.3. Humedad: El porcentaje de humedad de la dieta se midió mediante 
secado por estufa a 80°C y diferencia de peso fresco-peso seco. 
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3.3.1.4. Cenizas: El porcentaje de cenizas de la dieta se estimó tomando la  
diferencia de peso seco - peso post calcinación de la materia orgánica a 600°C 
durante 8h. 
 
3.4. Mediciones fisiológicas: Para determinar si los distintos niveles de GmIP de 
las dietas artificiales y de las plantas de soja tienen efectos negativos sobre el 
crecimiento y la supervivencia de las orugas, desde neonato hasta 5to estadio se 
evaluó: 
 
3.4.1. Supervivencia: Se llevaron a cabo experimentos del tipo “NO-choice” desde 
el momento 0. Se utilizaron orugas recién nacidas y alimentadas exclusivamente con 
las dietas de los tratamientos.  Se realizó un recuento de los individuos vivos cada 
24h durante 6 días. Para estos experimentos se utilizó un número de orugas no 
menor a 20 individuos y se realizaron 3 repeticiones. 
 
3.4.2. Peso: Para la medición del peso de las orugas se utilizó una balanza digital de 
precisión Denver Instrument APX 200. Se registraron los pesos individuales de las 
orugas de A. gemmatalis en una muestra de 10 orugas por grupo desde 3er estadio 
hasta finalización de tratamiento cada 24h o 48h durante 4 momentos del 
experimento. Con los datos obtenidos se confeccionó una curva de ganancia de peso, 
calculando las diferencias de peso final – peso inicial para cada día de medición. 
Para estos experimentos se utilizó un número de orugas no menor a 30 individuos y 
se realizaron 3 repeticiones. 
 
3.4.3. Consumo: Con el objeto de determinar la cantidad de alimento consumido 
por las orugas, se midió el área consumida de las hojas de soja por orugas de A. 
gemmatalis de 3er estadio en un período de 24h. El experimento consistió en colocar 
las orugas, que habían sido previamente hambreadas por 24h, en hojas de plantas de 
soja del cv Williams y cv NoKunitz. Luego se cortaron las hojas que habían sido 
dañadas y se les tomó una fotografía con una medida estandarizada. Luego las hojas 
fueron analizadas con el programa Image J para estimar el área foliar consumida. 
Finalmente con un sacabocados se obtuvieron partes de las hojas con áreas 
conocidas, y se les determinó el peso seco, la combinación del área y el peso seco 
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permitió calcular el consumo total de las orugas en mg de tejido seco. Se realizaron 
3 repeticiones. 
 
3.5. Mediciones enzimáticas: Para determinar si los GmIP tienen efectos sobre 
las enzimas digestivas de las orugas, se determinó la actividad enzimática del extracto 
digestivo de las orugas de A. gemmatalis. 
 
3.5.1. Actividad tripsina del extracto de intestino de A. gemmatalis: Para 
determinar el efecto de los GmIP sobre la actividad de las tripsinas de las orugas, se 
determinó la actividad enzimática de los extractos de intestinos de orugas que se 
alimentaron de las diferentes dietas y de hojas de los diferentes cultivares de soja, 
desde recién nacidas hasta 5to estadio, momento en que se procedió a su disección. 
La extracción de las enzimas se realizó utilizando una solución reguladora de pH de 
glicina según Zavala et al. (2008) y la medición de la actividad se efectuó por un 
método colorimétrico utilizando el sustrato cromogénico Nα-Benzoyl-L-arginine 4-
nitroanilide hydrochloride  (Bapna) (Sigma) modificando el protocolo de Zavala et 
al. (2008). El extracto proteico se realizó a partir de 3 intestinos de orugas de A. 
gemmatalis molidos con N2 líquido y homogeneizados con solución reguladora 
0,2M glicina pH 9.5 en relación 1:3. Luego se centrifugó a 4°C, 11000rpm, 15min y 
se recuperó el sobrenadante con el que se realizaron las mediciones enzimáticas en 
un lector de microplacas Biotek elx808 a DO405, que consistieron en una mezcla de 
una reacción compuesta por 4l del extracto y 156l de solución reguladora de pH 
(0,2M glicina pH 9.5) que se incubó 10min en agitación media continua. Se inició la 
reacción con 20l de Bapna 1mg/ml y se midió la absorbancia cada 30s durante 
15min. Se relativizó la actividad a la concentración de proteínas del extracto medida 
por método colorimétrico Bradford. 
 
3.5.2. Actividad de los GmIP de las dietas artificiales y las hojas de plantas de 
soja: Para determinar si los tratamientos de desactivación de los IP fueron efectivos, 
se midió la actividad de GmIP de las diferentes dietas. Para ello se realizó un 
extracto de proteínas de las dietas y se midió actividad de tripsina bovina (sigma) 
utilizando el sustrato cromogénico Bapna (Sigma) (Pereira et al., 2005),  incubada 
con y sin extractos proteicos de las dietas. Para la medición se utilizaron 100mg de 
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muestra molida en mortero con N2 líquido y se homogeneizaron en tubo eppendorf 
de 2ml con solución reguladora de pH (Tris-HCl 0,1M, 50g/L PVPP, 2g/L. 
phenylthinourea, 5g/L  dietydicthocemnet, 18,6g/L Na2EDTA, pH 7.6) en una 
relación 1:3. Luego se centrifugó a 4°C a 11000rpm, por 15min y se recuperó el 
sobrenadante que se utilizó en las mediciones enzimáticas que se llevaron a cabo con 
lector de microplacas Biotek elx808 a DO405. La mezcla de la reacción consistió en 
10l de tripsina bovina (Sigma) 0,008mg/ml; 15l de una dilución 1/100 de extracto 
y 115l de solución reguladora de pH (TRIS 0,1M, CaCl2 20mM pH 7.8). El 
producto se incubó 10min en agitación y se inició la reacción con 50l de Bapna 
1mg/ml. Se midió absorbancia cada 30s durante 15min. Con los datos obtenidos se 
determinó la diferencia de actividad con y sin extracto, y la misma se relativizó a la 
concentración de proteínas del extracto que fue medido por el método colorimétrico 
con el reactivo de Bradford y albúmina bovina como proteína patrón (Bradford, 
1976). 
También se determinó la actividad a partir de los extractos de hojas de los cultivares 
Williams y NoKunitz con el fin de evaluar el contraste de niveles de los GmIP de las 
variedades. Los extractos de proteínas se realizaron a partir de hojas dañadas y no 
dañadas por las orugas de A. gemmatalis de 3er estadio luego de 72h de daño.  
 
3.5.3. Actividad de tiorredoxina de A. gemmatalis: Para analizar la interacción de 
AgTrx con los GmIP, se procedió a la expresión heteróloga de AgTrx. Luego de la 
purificación se determinó la concentración de AgTrx por el método de fluorescencia, 
utilizando el fluorómetro Qubit (Invitrogen Corporation, EE.UU.) siguiendo las 
instrucciones e indicaciones del fabricante. Para corroborar la funcionalidad de la 
Trx,  se midió la actividad de la  AgTrx in vitro por el método espectrofotométrico 
que registra la turbidez producida por la precipitación de las cadenas libres A y B de 
la insulina bovina que se producen por la reducción de los puentes disulfuro 
intercatenarios (Holmerg, 1979; Traverso et al., 2007). La reacción se llevó a cabo 
en una solución reguladora de pH (0,1M K2HPO4 pH 7, 2mM EDTA) y consistió 
en la medición de DO650nm cada 1min de 0,5mg/ml de 0,4mg de insulina bovina con 
AgTrx 4mM y 8mM previamente incubada 15 min con 0,5mM de DTT. También se 
determinó la actividad de AgTrx en presencia de tripsina bovina y GmIP (BBI y 
KTI). Se midió la actividad de tripsina por el método colorimétrico en el lector de 
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microplacas Biotek elx808 a DO405nm, utilizando el reactivo BapNa. La reacción se 
llevó a cabo mezclando la solución reguladora de pH (Tris-HCl 0,1M, CaCl2 20mM 
pH 7.8) en la cantidad suficiente para alcanzar un volumen final de 200l + 2l de 
tripsina bovina 0,1mg/ml + 2l de BBI 0,1mg/ml o KTI 0,1mg/ml + 15l  de AgTrx 
249g/ml, dejando en agitación a 37°C durante 10 min. Luego se inició la reacción 
con 50l de BapNa 1mg/ml y se registraron mediciones de DO405 cada 16s durante 
15min. La actividad se relativizó a la concentración de AgTrx. 
 
3.5.4. Actividad de tiorredoxina de soja (GmTrxh1): Con el objetivo de evaluar si 
las tiorredoxinas endógenas de la soja presentan una actividad similar a la AgTrx 
como restauradora de la actividad de las tripsinas digestivas de A. gemmatalis 
mediante la desactivación de los GmIP BBI y KTI, se procedió a evaluar la actividad 
de la tripsina bovina por el método colorimétrico en el lector de microplacas Biotek 
elx808 a DO405nm utilizando el reactivo BapNa de igual manera que se procedió para 
AgTrx descripto en el punto anterior, reemplazando AgTrx con 15l  de GmTrxh1 
297g/ml (tiorredoxina h1 de soja GenBank N° EU144127.1; obtenida en el 
laboratorio de la facultad de Agronomía de la UBA por la Lic. Alina Crelier). La 
obtención de GmTrxh1 purificada se llevó a cabo de igual manera que se describió 
para AgTrx). 
 
3.6. Biología molecular: Para determinar si los GmIP tienen efectos sobre la 
expresión de enzimas digestivas de las orugas se realizó el análisis de expresión de 
genes de tripsinas digestivas y AgTrx de las orugas. 
 
3.6.1. Extracción de ARN total (ARN-T): El ARN-T se obtuvo a partir del tracto 
digestivo de orugas de A. gemmatalis utilizando la técnica de fenol cloroformo 
(reactivo Trizol - Sigma). Se utilizó entre 50-100mg de muestra homogeneizadas en 
un mortero con N2 líquido y 1ml del reactivo Trizol, que luego se centrifugó en un 
tubo eppendorf de 2ml a 1200rpm a 4°C durante 15min. Se recuperó el sobrenadante 
en un tubo eppendorf de 1,5ml y se dejó reposar 5min a temperatura ambiente (15-
30°C) para permitir la completa disociación de los complejos nucleoproteicos. 
Luego se agregó 0,2ml de Cloroformo por cada ml de reactivo Trizol inicial y se 
agitó vigorosamente por 15s. Posteriormente se incubó a temperatura ambiente por 
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3min y luego se centrifugó a 12000rpm a 4°C durante 15min. Se recuperó la fase 
superior acuosa incolora y se precipitó el RNA-T con 0,5ml de isopropanol por cada 
ml de reactivo Trizol, mezclándose con agitación e incubándose a temperatura 
ambiente durante 10 min y luego se procedió a una nueva centrifugación a 
12000rpm a 4°C durante 10min. Para la fase de lavado se descartó el sobrenadante y 
se lavó el pellet formado con 1ml de etanol frío 75% por cada ml de reactivo Trizol, 
que luego se centrifugó a 7500rpm a 4°C durante 5min. La fase de lavado se repitió 
2 veces. Finalmente se dejó secar el pellet en corriente de aire estéril y se 
resuspendió en 0,03ml de agua libre de RNAsas y se incubó 10min a 57°C y se 
adicionó 5l de inhibidor de RNasa para su conservación a -80°C. 
 
3.6.2. Cuantificación de ARN-T: Se procedió a la cuantificación del ARN-T 
extraído para la síntesis de ADN complementario (ADNc) por el método de 
flourescencia, utilizando el fluorómetro Qubit (invitrogen Corporation, EE.UU.) 
siguiendo las instrucciones e indicaciones del fabricante. 
 
3.6.3. Síntesis de ADNc: A partir del ARN-T se sintetizó el ADNc que se utilizó 
como molde para la amplificación de los fragmentos por la técnica de reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). Para sintetizar el ADNc se utilizó la enzima retro-
transcriptasa (Epicentre) siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla de 
reacción consistió en 0,2µl de oligodTs (Invitrogen), ARN-T necesario para una 
concentración final de 50ng/µl y agua libre de RNAsas en un volumen final de 10l 
que fue incubada a 65°C durante 3min. Finalmente se incorporó 4l de agua libre de 
RNAasa, 2l de solución reguladora de pH de retrotranscriptasa 10X, 2l de DTT 
100mM, 0,5l de inhibidor de RNAsa, 1l de dNTPs 10mM y 0,5l de 
retrotranscriptasa. Luego se colocó en el termociclador con el programa: 60min a 
37°C y 5min a 85°C. 
 
3.6.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR): La técnica de RT-PCR 
semicuantitativa se utilizó para medir los cambios en los niveles de transcriptos de 
ARN mensajero (ARNm)  bajo diferentes condiciones experimentales, utilizando 
como referencia un gen constitutivo. La RT-PCR también se utilizó para la 
obtención de fragmentos para su posterior clonado y secuenciación, así como 
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también subclonado y expresión heteróloga. Los cebadores utilizados para las 
reacciones fueron diseñados a partir de regiones consenso de especies relacionadas 
que se encontraban publicadas en el NCBI. Las secuencias de los cebadores se 
detalla en la Tabla 1. Los programas de amplificación fueron puestos a punto para 
cada par de cebadores con el fin de obtener el número correcto de ciclos, el tiempo y 
la temperatura apropiados de todos los pasos del programa. Todas las reacciones de 
RT-PCR realizados en este trabajo se llevaron a cabo utilizando la enzima taq 
polimerasa GoTaq (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la 
amplificación de cada fragmento se utilizaron diferentes programas en el 
termociclador Veriti Applied Biosystem y para todos ellos la desnaturalización 
inicial fue de 3min a 95°C, como también la extensión final de 7min a 72°C. Las 
variaciones del programa para todos los genes se detallan en la Tabla 2. 
 
Gen Amplificado Nombre Secuencia 5'-3' 
Actina (AgAc) AgAc 1 F CTCAACCCTAAggCCAACAg AgAc 1 R CAgggCgTAACCTTCgTAgA 
Tiorredoxina (AgTrx) 
secuencia parcial 
AgTrx 2 F ATgTCSATYCACATCAAggA 
AgTrx 2 R gCgATgTCCTCgCACTCATC 
Tiorredoxina (AgTrx) 
secuencia completa 
AgTrx 3 F ATgTCgATTCACATCAAggA 
AgTrx 3 R CTACTTgAgTTTAAggATCg 
Tiorredoxina (AgTrx) 
secuencia completa para 
expresión heteróloga. 
AgTrxNdI F gTgCATATgTCgATTCACATCAAggA 
AgTrxBamH1 R gTggATCCCTACTTgAgTTTAAggATCg 
 
Tripsina intestinal 1 
(AgTry1) 
secuencia parcial 
AgTry 1 F CAATCCCCARAggATTgTgg 
AgTry 2 F TgggCCAACAgCggTggTgT 
AgTry 1 R gAgCAgACACCAACAACgAT 
Ag Try 1 5’Race gATTACgCCAAgCTTATggACgATAgTggTggTggAgCgC 
Ag Try 1 3’Race gATTACgCCAAgCTTgTCTgTTCCTTCggTATTggATgTgCTg 
 AgTry1 3F  ATgCgTATCCTTgCTTTggT 
AgTry1 3R ACgCAACAAACAgATggAgA 
AgTry1 4F CAAATCTggACCATCAACCA 
AgTry1 4R TCgCTACACTTCCTggATTT 
Tripsina intestinal 2 
(AgTry2) 
secuencia parcial 
AgTry2.1F TACCARAACTggCCBgACAT  
AgTry2.1R gCgTTgACACCAgggTAg 
Tripsina intestinal 3 
(AgTry3) 
secuencia parcial 
AgTry3.1F gACAAgTTCCCYTCCATCgT 
AgTry3.1R ACCgTARgTggggTggTTg  
Ag Try35’Race GATTACgCCAAgCTTCCACCTggACgATggAAgggAACT 
Tabla 1: Cebadores utilizados. En todos los casos el material utilizado fue intestino 
de orugas de A. gemmatalis. 
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3.6.5. Electroforesis del ADN: Los fragmentos de ADN amplificados por la PCR 
fueron sembrados en geles de agarosa 1,5p/v preparados con 50ml de solución 
reguladora TAE (40mM TRIS, 2mM EDTA, 1,15%v/v ácido acético pH 8.5) y 
0,08%v/v de reactivo intercalante GelRed (Biotium). Las corridas electroforéticas se 
realizaron a 100v durante 30min; luego se  visualizaron en UV transiluminador 2000 
de BioRad y se fotografiaron con un equipo kodak DC120, obteniéndose una imagen 
fotográfica que luego se analizó con el programa Fluorchem donde se estimó la 
intensidad de la señal, lo que permitió  realizar una semicuantificación. 
 
3.6.6. Clonado de secuencias: Para evaluar los cambios en la expresión de genes de 
tripsinas de A. gemmatalis (se secuenciaron genes de 3 tripsinas) y AgTrx, de 
intestinos de orugas que se alimentaron de diferentes dietas y cultivares de soja. Se 
procedió a clonar los genes de estudio a partir del alineamiento de secuencias de 
especies de insectos que se encuentran informadas, y se diseñaron cebadores 
considerando los sectores consenso. La amplificación de los genes se realizó con 2 
finalidades: 1- para mediciones de la expresión de los genes mediante la técnica de 
PCR semicuantitativa, en la que se buscó evaluar la expresión diferenciada de los 
genes de 3 tripsinas intestinas y la AgTrx  de las orugas frente a diferentes 
tratamientos, y 2-para la expresión heteróloga de AgTrx, con la que se realizaron los 
experimentos in vitro de actividad enzimática en interacción con GmIP y el análisis 
de la estructura por difracción de rayos X. Para el clonado de las secuencias, éstas 
fueron purificadas con el Kit de purificación Bioneer siguiendo las instrucciones del 
fabricante e insertadas en vectores pGEM-T y clonadas en E. coli JM109, para su 
Nombre del gen Cebadores Hibridación N° de ciclos 
AgTrx AgTrx 3F y R 52°C 45s 26 
AgAc AgAc 1FyR 52°C 45s 30 
AgTry1 AgTry 2F y 1R 55°C 45s 21 
AgTry2 AgTry2 1F y R 55°C 45s 25 
AgTry3 AgTry3 1F y R 55°C 45s 24 
Tabla 2: Condiciones de PCR para análisis de expresión de genes y 
amplificación de secuencias para la expresión de genes de intestino de 
oruga de A. gemmatalis. Tiorredoxina (AgTrx), actina (AgAc), tripsina 
1, 2 y 3 (AgTry1, AgTry2 y AgTry3). 
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posterior secuenciación por el servicio de secuenciación del Instituto Leloir y 
analizadas con los programas Vector NTI y Blast con el objeto de corroborar que se 
estaba trabajando con el gen deseado. 
3.6.6.1. Ligación: la ligación del fragmento de ADN purificado y el vector 
consistió en la preparación de una mezcla de 5µl de solución reguladora de pH 2X 
del kit del pGEM-T (Promega), 1µl de plásmido pGEM-T, 3µl del inserto y 1µl de 
T4 DNA ligasa y se incubó a 4°C durante 16h. 
3.6.6.2. Transformación de bacterias competentes: Se mezcló 150l de células 
de E. coli JM109 previamente tratadas con CaCl2 para su competencia, con todo el 
producto de la ligación (10l) y se incubó 1h en hielo. Luego se las sometió a un 
shock térmico a 42ºC durante 1,5min  y enseguida se las puso 3min en hielo. Se 
agregó 850l de medio de cultivo LB estéril (1% Triptona, 0,5% Extracto de 
levaduras, 0,5% NaCl) y se incubó en agitación continua a 37ºC a 200rpm durante 
1,5h. Luego se sembraron 30l del cultivo en una placa LBagar con ampicilina 
(1% Triptona, 0,5% Extracto de levaduras, 0,5% NaCl, 1,5% Agar) y se dejó 
crecer en estufa a 37ºC durante 16h. Luego del crecimiento se realizó un repique 
de las colonias y PCR de colonias para la selección de colonias transformadas con 
el fragmento deseado. 
3.6.6.3. Purificación de plásmido: Se realizó un crecimiento de 16h a 37°C y 
200rpm de agitación continua con 5ml de LB inoculado con la colonia positiva 
para el inserto. Luego se colectaron las bacterias por centrifugado y se procedió a 
realizar una purificación del plásmido utilizando el KIT Bioneer siguiendo las 
instrucciones del fabricante. La concentración del ADN obtenida de la purificación 
se determinó por el método de fluorescencia, utilizando el fluorómetro Qubit 
(Invitrogen Corporation, EE.UU.), siguiendo las instrucciones e indicaciones del 
fabricante y el Qubit Quantitation Starter Kit. 
3.6.6.4. Amplificación de los extremos 5´- 3´de las secuencias: A partir de los 
fragmentos de ARNm obtenidos se realizó un nuevo alineamiento con ARNm de 
especies relacionadas, y así establecer nuevos sectores consenso para diseñar 
nuevos cebadores con el objetivo de obtener toda la secuencia codificante. En los 
casos en que no fue posible obtener la secuencia codificante por medio del diseño 
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de cebadores, la misma se obtuvo por medio de la amplificación de los extremos 
5’- 3’ utilizando el KIT 5’- 3’ RACE de Clontech, siguiendo las especificaciones 
del fabricante. 
3.6.6.5. Obtención de la secuencia parcial de Actina de A. gemmatalis (AgAc): 
La secuencia de actina se obtuvo a partir del diseño de los cebadores AgAc1F y 
AgAc1R por alineamiento múltiple, utilizando el programa Clustal Omega a partir 
de las secuencias conocidas y publicadas en el NCBI de actina de los siguientes 
insectos: Spodoptera exigua (AY507963.1), Agrotis ipsilon (EU601172.1), 
Heliothis virescens (AF368030.1) y  Manduca sexta (L13764.1). 
 
3.6.6.6. Obtención de la secuencia completa de tiorredoxina de A. gemmatalis 
(AgTrx): La secuencia de Trx se obtuvo a partir del diseño de los cebadores 
AgTrx2F y AgTrx2R por alineamiento múltiple, utilizando el programa Clustal 
Omega, de las secuencias conocidas y publicadas en el NCBI de los genes de Trx 
de los siguientes insectos: Bombix mori (EF198474), Manduca sexta (AF117573), 
Plodia interpunctella (FR681573) y Papilio xuthus (AK401209). A partir de la 
obtención de una secuencia parcial de 200pb con los cebadores AgTrx2F y 
AgTrx2R se realizó un nuevo alineamiento con las secuencias de Bombix mori 
(EF198474) y Manduca sexta (AF117573), debido a que eran las que presentaban 
la mayor homología de secuencia. A partir de este nuevo alineamiento se 
diseñaron los cebadores AgTrx3F y AgTrx3R con los que se obtuvo la secuencia 
codificante completa (Figura 7). 
 
 
 
 
 
Figura 7: Esquema de cebadores utilizados para el clonado de la secuencia 
AgTrx. Las flechas indican el sentido de los cebadores. 
 
Materiales y Métodos 
30 
 
3.6.6.7.  Obtención de las secuencias de tripsinas digestivas de A. gemmatalis: 
Para la obtención de tripsinas digestivas de A. gemmatalis se partió del trabajo 
publicado por Brioschi et al. (2007), en el cual  se observó que los lepidópteros 
poseen diferentes tripsinas, y que a su vez, se expresan diferentes patrones de  
tripsinas en respuesta a la alimentación con y  sin inhibidores de tripsinas. De este 
trabajo se tomaron 3 secuencias de tripsinas con las que se comenzó a trabajar 
Sf1F00035-3-1, Sf1F04035-3- y Sf1F04740-5-1.  
3.6.6.7.1.  Tripsina 1 (AgTry1): Se tomó la secuencia de tripsina  Sf1F00035-3-
1 del sitio Spodobase y se realizó una búsqueda de las secuencias similares 
utilizando el programa BLAST. A partir de esta búsqueda, se realizó un 
alineamiento con las secuencias de tripsinas que presentaban mayor homología y 
que además se correspondían con el intestino de los insectos similares a A. 
gemmatalis. Éstas secuencias fueron: Spodoptera frugiperda (FJ940726.1), 
Spodoptera litura (EF635223.1), Heliothis virescens (EF531631.1) y  
Helicoverpa punctigera  (JX195649.1). Con el alineamiento de estas secuencias 
se diseñaron los cebadores AgTry1-1F y AgTry1-1R y se obtuvo una secuencia 
parcial de 633pb de ADNc del gen de tripsinógeno de A. gemmatalis al cual se lo 
denominó AgTry1. A partir de este fragmento de ADNc de tripsina se realizó un 
nuevo alineamiento para un re-diseño de cebadores, que permitió amplificar la 
secuencia hacia los extremos 5’ y 3’. Para el diseño de estos cebadores se alineó 
la secuencia obtenida con Spodoptera frugiperda (FJ940726.1), Spodoptera 
litura (EF635223.1), Heliothis virescens (EF531631.1) y Helicoverpa armigera 
(Y12269.1). Los cebadores surgidos de este alineamiento se utilizaron para la 
amplificación de un fragmento de  184pb que corresponde a la región 5’ de la 
secuencia y fueron AgTry1-3F y AgTry1-3R y para la región  3’ se utilizaron los 
cebadores AgTry1-4F y UPM, utilizando los componentes del kit de 
amplificación 3’RACE de los cuales se obtuvo un fragmento de 256pb (Figura 
8).  
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Figura 8: Esquema de cebadores utilizados para el clonado de la secuencia 
AgTry1. Las flechas indican el sentido de los cebadores. 
 
3.6.6.7.2.  Tripsina 2 (AgTry2): Se tomó la secuencia de tripsina Sf1F04035-3-1 
del sitio Spodobase y se realizó una búsqueda de secuencias similares en 
BLAST.  A partir de esta búsqueda se realizó un alineamiento con las secuencias 
de tripsinas que presentaban mayor homología, y que además correspondían al 
intestino de insectos similares a A. gemmatalis. Estas secuencias fueron: Agrotis 
ípsilon (AF261970.1), Helicoverpa armigera (EF600054.1),  Heliothis virescens 
(JN793545.1) y Mamestra configurata (FJ205428.1). Con el alineamiento de 
estas secuencias se diseñaron los cebadores AgTry2-1F y AgTry2-1R, y se obtuvo 
una secuencia parcial de 162pb de ADNc del gen de tripsina de A. gemmatalis al 
cual se lo denomino AgTry2. A partir de este fragmento de ADNc se realizó un 
nuevo alineamiento para un re-diseño de los cebadores que permitieron 
amplificar la secuencia hacia el extremo  3’. Para el diseño de los cebadores se 
alineó la secuencia de tripsina obtenida con Helicoverpa armígera 
(EF600054.1), Bombyx mori (XM_004929468.2), Heliothis virescens 
(JN793545.1), Mamestra configurata (FJ205428.1) y Agrotis ipsilon 
(AF261970.1). Además, se utilizaron los cebadores Try2-1F con el UPM del kit 
3’ RACE para la obtención de una secuencia parcial de 222pb (Figura 9).  
Figura 9: Esquema de cebadores utilizados para el clonado de la secuencia 
AgTry2. Las flechas indican el sentido de los cebadores. 
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3.6.6.7.3.  Tripsina 3 (AgTry3): Se tomó la secuencia de tripsina  Sf1F04740-5-
1 del sitio Spodobase, y se realizó una búsqueda de secuencias similares en 
BLAST. A partir de esta búsqueda se realizó un alineamiento con las secuencias 
de tripsina que presentaban mayor homología, y que además se correspondían 
con las secuencias del intestino de insectos similares a A. gemmatalis. Estas 
secuencias fueron: Helicoverpa armigera (EF600053.1),  Heliothis virescens 
(EF531638.1) y Mamestra configurata (FJ205440.1).  Con el alineamiento de 
estas secuencias se diseñaron los cebadores AgTry3-1F y AgTry3-1R y se obtuvo 
una secuencia parcial de 235pb de ADNc del gen de tripsina de A. gemmatalis al 
cual se lo denomino AgTry3. A partir de este fragmento de ADNc se realizó un 
nuevo alineamiento para un re-diseño de cebadores que permitió amplificar la 
secuencia hacia los extremos 5’ y 3’, de los cuales sólo se obtuvo el fragmento 5’ 
de la secuencia. Para el diseño de estos cebadores se alinearon las secuencias 
obtenidas con Plodia interpunctella (AF173498.1), Helicoverpa armigera 
(EF600059.1) y Mamestra configurata (FJ205440.1). Los cebadores surgidos de 
este alineamiento fueron para el fragmento 5’ AgTry3-3F y AgTry3-3R de los 
cuales se obtuvo un fragmento de  184pb (Figura 10).   
Figura 10: Esquema de cebadores utilizados para el clonado de la 
secuencia AgTry3. Las flechas indican el sentido de los cebadores. 
 
 
3.6.7. Expresión heteróloga: Para la expresión heteróloga de AgTrx fue necesario 
obtener la secuencia completa del gen, por lo que se trabajó con el KIT 5’- 3’RACE 
de Clontech para la amplificación de los extremos. Una vez obtenida la secuencia 
completa de la AgTrx, se la amplificó con cebadores de expresión que tenían 
incluida en sus extremos sitios de corte de restricción para las enzimas de restricción 
BamHI y NdeI; se ligó con pGEM-T y se transformó JM109 para posterior 
amplificación y purificación de plásmido, como se desarrolló anteriormente. Luego 
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se subclonó en vector pET 28a y en células de expresión E. coli BL21 de la siguiente 
manera: 
3.6.7.1. Digestión con enzimas de restricción: Para el pasaje del inserto desde 
pGEM-T al vector de expresión pET28a, el vector y el inserto fueron sometidos a 
la digestión con las enzimas de restricción BamHI y NdeI en el pGEM-T durante 
2h a 37°C y luego 20min a 65°C (mezcla A: agua DEPC 3,5l + Solución 
reguladora tango 10X 1,5l + NdeI 1l + BamHI 1l + inserto en pGEM-T 8l; 
mezcla B: agua DEPC 6,5l + Solución reguladora tango 10X 1,5l + NdeI 1l + 
BamHI 1l + pET28a 5l). Luego se sembraron las digestiones en un gel de 
agarosa 1,5% y se purificaron las bandas con el kit de purificación Bionner 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego se ligó el vector y el inserto 
cortados y purificados de la misma forma que se detalló anteriormente. Luego se 
transformaron las células de E.coli BL21 de igual manera que se describió 
anteriormente, utilizando como antibiótico de selección Kanamicina. 
3.6.7.2. Expresión heteróloga: Para la expresión heteróloga de AgTrx se partió de 
un inóculo de 1L seleccionado con Kanamicina cultivado a 37°C y 200rpm de 
agitación continua y crecimiento controlado por DO600nm hasta 0,8, que expresa la 
fase exponencial de la curva de crecimiento. En ese momento se inició la 
inducción con 1mM IPTG durante 4h a 37°C y agitación continua de 200rpm. 
Luego se purificó con columnas “his trap FF crude GE Healthcare”, siguiendo el 
protocolo del fabricante y se dializó para limpieza de sales con membrana de 3kDa 
SpectraPor. 
3.6.7.3. Cuantificación: La concentración de la proteína obtenida de la 
purificación se determinó por el método de fluorescencia, utilizando el fluorómetro 
Qubit (Invitrogen Corporation, EE.UU.), siguiendo las instrucciones e 
indicaciones del fabricante y el Qubit Quantitation Starter Kit. 
3.6.8. Electroforesis de proteína: La AgTrx purificada se sembró en un gel de 
poliacrilamida SDS-PAGE con los objetivos de corroborar su pureza para realizar 
pruebas de interacción con BBI y KI. Las muestras se calentaron durante 5 min a 
100ºC en presencia de solución de Laemmli (Tris-HCl 0,0625 M, β-Mercaptoetanol 
0,75 M, glicerol 5%, SDS 0,075 M, BPB 0,0125%), se sembraron 12l de muestra 
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en geles de poliacrilamida 15% y la corrida se llevó a cabo en una solución 
reguladora de pH Tris-glicina-SDS (0,025M Tris-HCl, 0,192M Glycina, 0,1% SDS, 
pH 8.3) manteniendo un voltaje constante de 100 V y a temperatura ambiente 
utilizando una cuba Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad). Los geles se tiñeron 
durante 4h con solución de coomasie 0,2% y luego se destiñeron por 1h con solución 
de desteñido (Metanol 30% + Ac. Acético 10% + agua destilada 60%). 
 
3.6.9. Western blot: Se realizó la detección de la AgTrx por el método de 
reconocimiento de antígenos en Western Blot con  el objetivo de visualizar la 
proteína purificada. Luego de la corrida electroforética, las proteínas se 
electrotransfirieron a una membrana de PVDF por transferencia semiseca (10-15min 
a 3mA/cm2) en solución de transferencia utilizando el equipo Trans-Blot SD 
(BioRad). Luego de la transferencia se visualizaron por tinción reversible con 
solución Ponceau S 0.1% en ácido acético 5% (Sigma). Posteriormente la membrana 
se incubó con una solución TBST-Leche (Tris-HCl 25Mm pH 7.5, NaCl 150mM, 
Tween-20 0,05% y leche en polvo descremada 5%) durante 1h a temperatura 
ambiente. Luego la membrana se incubó con el anticuerpo primario anti cadena de 
Histidina en una dilución 1/5000 en solución TBST-Leche durante 16h a 16°C en 
balanceo constante. Pasado ese periodo, la membrana se lavó cuatro veces con 
solución TBST (Tris-HCl 25mM pH 7.5, NaCl 150mM, Tween-20 0,05%) y se 
incubó durante 2h a 16ºC con el anticuerpo secundario anti IgG-ratón (Sigma) 
acoplado a fosfatasa alcalina (1/5000), también en solución TBST-Leche (Tris-HCl 
25Mm pH 7.5, NaCl 150mM, Tween-20 0,05% y leche en polvo descremada 5%). 
Luego de la incubación, se repitió el proceso de lavado y se realizó el revelado por el 
método de fosfatasa alcalina, mediante la utilización del kit AP Conjugate Substrate 
(BioRad), siguiendo las especificaciones del fabricante. 
 
3.6.10. Estructura tridimensional: Con el objeto de estudiar la estructura de AgTrx 
se procedió a la cristalización y difracción de rayos X, en colaboración con el equipo 
de la Plataforma PLABEM que funciona en el Instituto Leloir. Para la obtención de 
la AgTrx purificada, se comenzó con un cultivo de 4 litros realizado con el mismo 
procedimiento detallado anteriormente, pero se realizó la purificación por la 
columna His-Trap HP GE Healthcare en acople con HPLC, previo y posterior a 
realizarse el corte de la cadena de histidina con trombina Healthcare en relación 
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10U/mg AgTrx durante 16h a 20 ºC. Luego se realizó una segunda purificación por 
columna superdex 75 acoplada a HPLC y finalmente se concentró la AgTrx 
utilizando centricones de 3kDa hasta 13mg/ml.  
A partir de la AgTrx purificada, se realizó una cristalización robótica por difusión de 
vapor en gota sentada, con robot Honeybee 963 con placas Greiner 609120 de 96 
pocillos con mezcla de 350nl de AgTrx a 13mg/ml (en Tris 10mM pH 8.0 + 25mM 
NaCl) con 350nl de solución de cristalización que se dejaron incubar 72hs a 22°C 
con las que se probaron 480 soluciones distintas. Luego se analizaron las diferentes 
condiciones con las que se obtuvieron cristales. Se optimizaron dos condiciones de 
cristalización distintas, aumentando los volúmenes de gota y pasando a difusión de 
vapor en gota colgante en placa VDX de Hampton Research de 24 pocillos. La 
condición que finalmente se utilizó para los cristales fue: 27% PEG4000 + 0.1 M 
Tris pH 8.5 + 0,2 M Acetato de sodio. Se montaron dos cristales en loops de nylon 
de Hampton Research pasándolos previamente por una solución crioprotectora 
equivalente a la anterior pero con 10% extra de PEG 400 para evitar formación de 
hielo cristalino al sumergir la muestra en nitrógeno líquido, y se obtuvieron cristales 
con tamaño aproximado de: 0,05mm x 0,0 mm x 0,03mm. Se probó la difracción en 
un equipo difractómetro de monocristales Bruker D8 QUEST a 100K, y se 
colectaron grupos completos de datos de difracción de ambos cristales a 1.95 
Angstroms de resolución máxima, usando como criterio de corte la relación 
señal/ruido (aprox. 2.0 en la capa de máxima resolución). A partir de las 
difracciones obtenidas se realizaron modelados automáticos (programa 
BUCCANEER), utilizando la secuencia primaria objetivo y manual (programa 
COOT) para la corrección de errores, con agregado de aguas estructurales. Luego se 
realizó un refinamiento (programa BUSTER), minimización de R/Rfree e Iterar 
modelado final y refinamiento hasta arribar al modelo final. Finalmente se utilizó un 
programa de validación (servidor MolProbity) para la posterior publicación de la 
estructura en Potein Data Bank (PDB).  
 
3.7. Análisis informáticos: La identificación de los genes  AgAc, AgTrx, AgTry1, 
AgTry2 y AgTry3 se realizó mediante búsquedas en las bases de datos del National 
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Mientras que 
para la búsqueda comparativa se utilizó el programa BLAST (http:// 
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para los  alineamientos múltiples que 
permitieron el análisis entre las secuencias y el diseño de los cebadores se utilizó el 
programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011) y el programa oligoanalizer tool. 
Para la determinación y análisis de las secuencias de proteínas AgTrx y AgTry1 se 
utilizaron los programas Expasy ProtParam, Expasy Signal P y el programa 
Subcelular location prediction TargetP que predicen características físico químicas de 
las mismas. 
 
3.8. Estadística: Todos los experimentos se realizaron como mínimo por triplicado, 
y los resultados de los diferentes tratamientos fueron sometidos a diferentes análisis 
estadísticos, utilizando el programa Prisma: Longrank para análisis de supervivencia, 
t-test para comparación de 2 grupos y ANOVA para el análisis de más de 2 grupos. 
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4. RESULTADOS 
4.1. Orugas alimentadas con dieta artificial (en cámara). 
El experimento consistió en alimentar orugas de A. gemmatalis con diferentes dietas 
artificiales con distintos niveles de GmIP desde neonatos hasta 5to estadio, y medir la 
supervivencia y el peso de las orugas. Llegado el 5to estadio, las orugas fueron 
diseccionadas y se extrajeron los intestinos para realizar mediciones de actividad de 
tripsina digestiva, y el análisis de expresión de genes de tripsina (AgTry1, AgTry2 y 
AgTry3) y de tiorredoxina (AgTrx). 
Este experimento se realizó en condiciones de cámara con fotoperiodo, temperatura 
y humedad controlados y adecuados para el insecto (14:10 Luz: Oscuridad, 25ºC-20°C,  
60% humedad) (Figura 11). 
 
Figura 11: Esquema general de experimentos. Resultados en dieta. 
 
4.1.1. Análisis de las dietas artificiales utilizadas para la alimentación de las 
orugas: Para determinar los niveles GmIP y la composición nutricional de las 
dietas, se realizaron análisis químicos nutricionales de la dieta utilizada en los 
experimentos. 
 
4.1.1.1. Composición nutricional de las dietas: La dieta control 
corresponde a la proporcionada por el IMyZA, que corresponde a una dieta a base 
de soja cocida libre de GmIP. Las dietas restantes se confeccionaron a base de esta 
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dieta control mezcladas con diferentes proporciones (20% y 80%) de semillas de 
soja del cv Williams con diferentes tratamientos.  
 
% Composición Humedad Cenizas Proteínas Lípidos 
Dieta Control 66,0 1,4 11,6 2,7 
20%SCoc 67,2 1,2 12,4 4,5 
20%SS 65,4 1,3 12,9 4,2 
20%SC 62,2 1,5 13,5 4,0 
80%SCoc 70,8 0,9 14,0 9,1 
80%SS 63,6 1,2 17,1 8,9 
80%SC 50,8 2,0 20,0 9,3 
Tabla 3: Composición nutricional de las dietas ofrecidas a las orugas: Porcentaje de 
humedad, cenizas, proteínas y lípidos de las dietas ofrecidas a las orugas. La dieta 
control corresponde a la dieta proporcionada por el IMyZA que corresponde a una 
dieta a base de soja cocida libre de GmIP. Las dietas restantes se confeccionaron a 
base de esta dieta control mezclada con diferentes proporciones (20% y 80%) con 
semillas de soja cv Williams con diferentes tratamientos. 20% SCoc: Dieta conformada 
por 80% dieta control y 20% semillas de soja cv Williams cocidas; 20% SS: Dieta 
conformada por 80% dieta control y 20% semillas de soja cv Williams tratados con 
solución de metabisulfito de sodio que desactiva los GmIP: 20% SC: Dieta conformada 
por 80% dieta control y 20% semillas de soja cv Williams crudas; 80% SCoc: Dieta 
conformada por 20% dieta control y 80% semillas de soja cv Williams cocidas; 80% 
SS: Dieta conformada por 20% dieta control y 80% semillas de soja cv Williams 
tratados con solución de metabisulfito de sodio que desactiva los GmIP: 80% SC: Dieta 
conformada por 20% dieta control y 80% semillas de soja cv Williams crudas. Se 
observa una homogeneidad entre las dietas control, 20% SCoc, 20% SS y 20% SC pero 
no con las dietas 80% SCoc, 80% SS y 80% SC con respecto a la composición de 
proteínas y lípidos indicado con el círculo rojo. Todas las mediciones se realizaron por 
triplicado. 
 
Con las dietas de 20% SCoc (dieta conformada por 80% dieta control y 20% semillas de 
soja cv Williams cocidas), 20% SS (dieta conformada por 80% dieta control y 20% 
semillas de soja cv Williams tratados con solución de metabisulfito de sodio que 
desactiva los GmIP) y 20% SC (dieta conformada por 80% dieta control y 20% semillas 
de soja cv Williams crudas) se logra una composición bastante similar a la dieta control. 
Las dietas de 80% SCoc (dieta conformada por 20% dieta control y 80% semillas de 
soja cv Williams cocidas), 80% SS (dieta conformada por 20% dieta control y 80% 
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semillas de soja cv Williams tratados con solución de metabisulfito de sodio que 
desactiva los GmIP) y 80% SC (dieta conformada por 20% dieta control y 80% semillas 
de soja del cv Williams crudas)  se alejan en composición nutricional de la dieta control, 
en especial en lo que respecta a la composición de proteínas y lípidos (indicado en tabla 
3 con círculo rojo)  por lo que no pueden tenerse en cuenta para los experimentos sobre 
los efectos de los GmIP sobre las orugas. Debido a la diferente composición nutricional 
o a la diferente concentración de GmIP los resultados de los experimentos de 
alimentación de orugas con estas dietas no son válidos. De esto se concluye que debe 
trabajarse sólo con las dietas de 20% SCoc, 20% SS y 20% SC (Tabla 3). 
4.1.1.2. Actividad de los GmIP de las dietas: Para determinar si la dieta cocida y 
dieta metabisulfitada tenían los niveles  de actividad de GmIP disminuidos con respecto 
a la dieta con soja cruda, se midió la actividad de tripsina bovina agregándole un 
extracto proteico de las dietas (Figura 12). 
Los resultados de los experimentos sugieren que la dieta provista por el IMyZA no 
tenía actividad de los GmIP, así como tampoco en  la soja cocida. A su vez, se pudo 
observar que la soja metabisulfitada tenía niveles intermedios de actividad de los GmIP 
(Figura 12).  
Para determinar si la utilización de las dietas 20% SCoc, 20% SS y 20% SC eran las 
adecuadas para los experimentos propuestos, se realizó un experimento de alimentación 
con orugas desde el estadio de neonatos hasta 5to estadio donde se evaluó su peso 
(Figura 13). Los resultados del experimento en el que se alimentaron a orugas desde 
neonatos hasta 5to estadio con las diferentes dietas demuestra que realizar los 
experimentos con dieta de 20% SCoc, 20% SS y 20% SC es lo más conveniente 
(Figura 13). Considerando los resultados obtenidos de la Tabla 3 y las Figuras 12 y 
13, para la realización de los experimentos se utilizaron las dietas artificiales de 20% de 
soja cocida (20% SCoc) como control y los de 20% de soja metabisulfitada (20% SS) y 
20% de soja cruda (20% SC) como tratamientos. En estas dietas se combinan la 
homogeneidad en la composición nutricional de los tratamientos con la diferenciación 
de actividad de GmIP. 
 
Resultados 
42 
 
%
 A
ct
iv
id
ad
 d
e 
Tr
ip
si
na
 
Figura 12: Porcentaje de actividad de tripsina bovina con extractos de GmIP 
extraídos de las dietas ofrecidas a las orugas. ‘T’ corresponde al control; es decir 
actividad de tripsina bovina. ‘D. control’ corresponde a la actividad de tripsina 
bovina con extracto de inhibidor obtenido de dieta provista por IMyZA.; ‘SCoc.’ 
corresponde a la actividad de tripsina bovina con extracto de inhibidor obtenido de 
soja cocida; ‘SS’ corresponde a la actividad de tripsina bovina con extracto de 
inhibidor obtenido de soja metabisulfitada y ‘SC’ corresponde a la actividad de 
tripsina bovina con extracto de inhibidor obtenido de soja cruda. El experimento fue 
realizado por triplicado. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas 
entre los tratamientos en base a test anova, p < 0,0001. 
 
 
Figura 13: Diferencia de peso (peso final (PF) – peso inicial (PI)) de orugas que 
fueron alimentadas en las diferentes dietas desde neonatas hasta 5to estadio. Se 
observa que las diferencias se encuentran en los tratamientos de 20% SCoc, 20% SS y 
20% SC siendo el de 20% SCoc igual a la dieta control y no existiendo diferencia 
entre los tratamientos 80% SCoc, 80% SS y 80% SC. Se muestran resultados de uno 
de 3 experimentos donde se tomaron mediciones de 30 individuo promedio por 
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tratamiento. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas entre los 
tratamientos en base a test anova, p < 0,0001. 
 
4.1.2. La supervivencia y el peso de las orugas alimentadas con dietas 
artificiales: El experimento consistió en alimentar las orugas de A. gemmatalis con 
las diferentes dietas (20% SCoc como control, 20% SS y 20% SC como 
tratamientos) desde neonatos hasta el 5to estadio, y determinar la supervivencia y el 
peso de las orugas. Llegado el 5to estadio las orugas fueron disectadas, y se 
extrajeron los intestinos para hacer mediciones de la actividad de tripsinas digestivas 
y realizar el análisis de expresión de los genes de tripsinas (AgTry1, AgTry2 y 
AgTry3) y Trx (AgTrx). 
La supervivencia (Figura 14) y el peso (Figura 15) de las orugas alimentadas 
con dieta 20% SCoc fue mayor que aquellas alimentadas con dietas de 20% SS y 
20% SC. Esto demuestra que los GmIP afectan de manera negativa el crecimiento y 
desarrollo del insecto. Sin embargo, los resultados sugieren una cierta adaptabilidad 
de las orugas de A. gemmatalis a los GmIP,  ya que la supervivencia de las orugas 
que se alimentaron con dietas con GmIP (20% SS y 20% SC) se mantuvo por 
encima del 88%, y el peso alcanzado por éstas fue de entre un 90% y 74% con 
respecto al control. 
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Figura 14: Gráfico de supervivencia de orugas de A. gemmatalis alimentadas con 
las diferentes dietas desde neonatos hasta 5To estadio. ‘20% SCoc.’ corresponde a 
las orugas que fueron alimentadas en dieta 20% soja cocida; ‘20% SS.’ corresponde 
a las orugas que fueron alimentadas en dieta 20% soja metabisulfitada y ‘20% SC.’ 
corresponde a las orugas que fueron alimentadas en dieta 20% soja cruda. La 
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supervivencia de las orugas alimentadas con dieta 20% SCoc fue mayor que 
aquellas alimentadas con dietas de 20% SS y 20% SC. El experimento se realizó por 
triplicado con un número no menor a 30 individuos en cada caso y se analizó con el 
test longrank que mostró diferencias significativas (p<0,05) entre las orugas 
alimentadas con la dieta control (20% SCoc.) y aquellas alimentadas con las dietas 
con GmIP (20% SS y 20% SC). 
 
 
Figura 15: Diferencia de peso (peso final (PF) – peso inicial (PI)) de orugas que 
fueron alimentadas con las diferentes dietas desde neonatas hasta 5to estadio). ‘20% 
SCoc.’ corresponde a las orugas que fueron alimentadas en dieta 20% soja cocida; 
‘20% SS.’ corresponde a las orugas que fueron alimentadas en dieta 20% soja 
metabisulfitada y ‘20% SC.’ corresponde a las orugas que fueron alimentadas en 
dieta 20% soja cruda. A) Imagen de orugas de 5to estadio alimentadas con las 
diferentes dietas. B) Gráfico del PF-PI. Se puede observar una diferencia significativa 
de peso entre el tratamiento control ‘20% SCoc’ y los tratamientos 20% SS y 20% SC 
que poseen mayor concentración de GmIP. El experimento fue realizado por 
triplicado y analizado con anova. Las letras sobre las barras indican diferencias entre 
los tratamientos (p < 0,05). 
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4.1.3. Actividad enzimática y expresión de genes (AgTrx, AgTry1, AgTry2 y 
AgTry3) determinada a partir de los intestinos extraídos de las orugas 
alimentadas con las diferentes dietas: Para identificar los mecanismos que 
permitieron a las orugas de A. gemmatalis tolerar los altos niveles de GmIP, se 
determinaron la expresión de genes de Trx (AgTrx) y de 3 tripsinas digestivas 
(AgTry1, AgTry2 y AgTry3), y las actividades enzimáticas de extractos proteicos 
intestinales de orugas alimentadas con las diferentes dietas (20% SCoc, 20% SS y 
20% SC). 
Como resultado del análisis de extractos de intestinos de orugas que se alimentaron 
con las diferentes dietas, se observó que la actividad de la tripsina digestiva total fue 
menor en las orugas que consumieron las dietas con más GmIP (20% SS y 20% SC), 
con respecto a aquellas alimentadas con la dieta control (20% SCoc) (Figura 16). Este 
resultado podría explicar el menor peso de las orugas, ya que si la actividad enzimática 
en el intestino de las orugas se ve afectada, se inhibe el consumo de alimento. Sin 
embargo, analizar sólo un extracto digestivo puede ser engañoso cuando se trata de 
mecanismos de adaptación a una cierta dieta, ya que se conoce que entre los 
mecanismos de adaptabilidad a los GmIP se encuentran cambios en el intestino de las 
orugas como, modificar la expresión de tripsinas digestivas, o bien sintetizar tripsinas 
resistentes o desactivar a los GmIP (Brioschi et al., 2007; Broadway, 1995; Markwick et 
al., 1998; Stevens et al., 2013; Dunse et al., 2010; Jongsma et al., 1995; Jongsma y 
Bolter, 1997; Pereira et al., 2005; Volpicella et al., 2003; Giri et al., 1998). 
Para determinar el mecanismo de adaptación de las orugas de A. gemmatalis a los 
GmIP, se analizaron los extractos de enzimas digestivas de las orugas en presencia de 
GmIP BBI y KTI. No se encontraron diferencias de inhibición entre los extractos de las 
orugas alimentadas con la dieta control (20% SCoc) y aquellas que fueron alimentadas 
con los tratamientos 20% SS y 20% SC (Figura 17). La inhibición con BBI y KTI de 
los extractos enzimáticos digestivos no indujo enzimas resistentes a los GmIP como se 
plantea en Brioschi et al. (2007); en este estudio se aplican GmIP a extractos 
enzimáticos de intestino de orugas de Spodoptera frugiperda alimentadas con dietas con 
diferentes concentraciones de IP, y se observa en  los extractos de las orugas 
alimentadas con concentraciones elevadas de inhibidores mayor resistencia a la 
inhibición por IP, indicando que estas orugas tenían como mecanismo generar enzimas 
resistentes a los IP. 
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Figura 16: Actividad enzimática de serin proteasas de extractos digestivos de 
intestinos de orugas que fueron alimentadas en las diferentes dietas desde neonatos 
hasta 5to estadio. Las barras indican la actividad de tripsina de extractos de intestinos 
de orugas alimentadas con diferentes dietas medido como la pendiente generada por 
la capacidad de los extractos de degradar el sustrato cromogénico Bapna 
aumentando la DO405 en función del tiempo relativizado a la concentración de 
proteínas de los extractos medida por bradford.‘20% SCoc.’ corresponde a  extractos 
de las orugas que fueron alimentadas en dieta 20% soja cocida; ‘20% SS.’ 
corresponde extractos de las orugas que fueron alimentadas en dieta 20% soja 
metabisulfitada y ‘20% SC.’ corresponde a extractos de las orugas que fueron 
alimentadas en dieta 20% soja cruda. La actividad de la tripsina digestiva total fue 
menor en las orugas que consumieron las dietas con más GmIP (20% SS y 20% SC), 
con respecto a aquellas alimentadas con la dieta control (20% SCoc). El experimento 
fue realizado por triplicado y analizado con anova. Las letras sobre las barras 
indican diferencias entre los tratamientos (p < 0,05). 
 
 
Figura 17: Actividad enzimática de serin proteasas de extractos digestivos de 
intestinos de orugas que fueron alimentadas en las diferentes dietas desde neonatos 
hasta 5to estadio en presencia de BBI y KTI. Los puntos indican la actividad de 
tripsina de extractos de intestinos de orugas alimentadas con diferentes dietas medido 
Resultados 
47 
 
como la pendiente generada por la capacidad de los extractos de degradar el sustrato 
cromogénico Bapna aumentando la DO405 en función del tiempo con diferentes 
concentraciones de GmIP (BBI y KTI). ‘20% SCoc.’ corresponde a  extractos de las 
orugas que fueron alimentadas en dieta 20% soja cocida; ‘20% SS.’ corresponde 
extractos de las orugas que fueron alimentadas en dieta 20% soja metabisulfitada y 
‘20% SC.’ corresponde a extractos de las orugas que fueron alimentadas en dieta 20% 
soja cruda. A: Actividad de los extractos con diferentes concentraciones de BBI. B: 
Actividad de los extractos con diferentes concentraciones de KTI. No se encontraron 
diferencias de inhibición con BBI (A) ni con KTI (B) entre los extractos de las orugas 
alimentadas con la dieta control (20% SCoc) y aquellas que fueron alimentadas con los 
tratamientos 20% SS y 20% SC. El experimento fue realizado por triplicado. 
 
A la luz de estos resultados fue fundamental analizar la expresión de los genes de 
Trx (AgTrx) y las tripsinas digestivas (AgTry1, AgTry2 y AgTry3), y aislar cada uno de 
los componentes del extracto enzimático para poder conocer su papel en la digestión y 
la adaptabilidad de las orugas de A. gemmatalis a los GmIP. 
Para el análisis de expresión de los genes de AgTrx, AgTry1, AgTry2 y AgTry3  y la 
posterior expresión heteróloga de AgTrx para la medición de la actividad in vitro fue 
necesario amplificar las secuencias a utilizar a partir del alineamiento de secuencias de 
insectos reportadas en el NCBI, ya que no se conocían las secuencias. Además, se 
obtuvo la secuencia de actina de A. gemmatalis que se utilizó como control interno de 
expresión. Se analizó la expresión de los genes de 3 tripsinas digestivas (AgTry1, 
AgTry2 y AgTry3) y de la Trx (AgTrx) que se obtuvieron de intestinos de orugas 
alimentadas de las diferentes dietas. Se observó una sobre expresión de AgTry1, 
AgTry2, AgTry3 y AgTrx en el intestino de las orugas que se alimentaron con dietas altas 
en GmIP (Figura 18). Este resultado sugiere que el insecto compensa la inhibición de 
las tripsinas aumentando su expresión. A su vez, la AgTrx tendría un papel en el 
mantenimiento de este sistema ya que también aumenta en respuesta a los GmIP. 
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Figura 18: Expresión de los genes AgTry1, AgTry2, AgTry3 y AgTrx en intestino 
de orugas alimentadas desde neonatos con diferentes dietas (20% SCoc., 20% SS 
y 20% SC). El gen de actina (AgAc) se utilizó como control interno para 
normalizar las cantidades de molde inicial. El aumento en la cantidad de  GmIP de 
la dieta (20% SS y 20% SC con respecto a 20% SCoc) aumenta la expresión de las 
tripsinas digestivas y de la Trx en el intestino de las orugas. A: Se muestra 1 de 3 
repeticiones de electroforesis de gel de agarosa. B: Se muestra la concentración 
promedio de cada gen en las 3 repeticiones, medida estimada como intensidad de 
fluorescencia de banda por el programa fluorchem. 
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4.2. Experimentos con diferentes cvs. de soja  (a campo en macetas). 
Con el objeto de determinar si las orugas de A. gemmatalis presentan una respuesta 
diferencial a los GmIP, se realizaron experimentos con diferentes genotipos de soja que 
expresan niveles de inhibidores contrastantes: cv Williams (W) como genotipo control y 
cv NoKunitz (NK) como mutante de Williams que no expresa KTI. 
Los experimentos consistieron en alimentar orugas de A. gemmatalis sobre plantas 
de los diferentes genotipos de soja desde recién nacidas hasta 5to estadio, y se evaluó el 
consumo de área foliar, la supervivencia y el peso. Cuando las orugas alcanzaron el 5to 
estadio fueron disectadas y se les extrajo el intestino con el que se analizó la actividad 
de tripsinas digestivas, y se realizó el análisis de expresión de los genes de AgTry1, 
AgTry2, AgTry3 y AgTrx (Figura 19). 
 
 
 
Figura 19: Esquema general de experimentos. Resultados de experimentos con 
plantas de soja. 
 
4.2.1. Actividad de GmIP de las plantas ofrecidas a las orugas: Con el objetivo 
de determinar la  actividad de los GmIP de los cultivares de soja utilizados en los 
experimentos, se realizó una prueba de la actividad inhibitoria como se describe en 
la sección anterior con los GmIP extraídos de las hojas de ambos cultivares sin dañar 
(C) y dañadas (Ag) por orugas de A. gemmatalis  de 4to estadio durante 72h. Se 
observó que los niveles constitutivos de la actividad de GmIP son mayores en cv 
Williams (W) que en cv NoKunitz (NK) y que frente a la inducción por el daño de 
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orugas de A. gemmatalis las plantas de cv Williams poseen un mayor (40 %) nivel 
de actividad de GmIP que las plantas cv NoKunitz (NK) (Figura 20). 
 
Figura 20: Porcentaje de actividad inhibitoria de extractos de GmIP de hojas de 
plantas cv Williams (W) y cv NoKunitz (NK) sin daño (c) y dañadas (Ag) por orugas 
de A. gemmatalis de 4to estadio por 72h. Se observa el porcentaje de inhibición de la 
actividad de tripsina bovina como capacidad de la misma para degradar el sustrato 
cromogénico Bapna en presencia de extractos proteicos de hojas de plantas de soja cv 
Williams (W) y cv NoKunitz (NK) sin dañar (c) y con daño (Ag) producido por orugas 
de A. gemmatalis de 4to estadio por 72h. Los niveles constitutivos de la actividad de 
GmIP son mayores en cv Williams (W) que en cv NoKunitz (NK) y frente a la inducción 
por el daño de orugas de A. gemmatalis las plantas de cv Williams poseen un mayor 
(40%) nivel de actividad de GmIP que el cv NoKunitz (NK). El experimento fue 
realizado por triplicado. 
4.2.2. Consumo, supervivencia y peso de las orugas alimentadas con hojas de 
plantas de soja cv Williams y cv NoKunitz: Se cuantificó la cantidad de hoja 
consumida en 24h por una oruga en cv Williams y cv NoKunitz, con el objeto de 
determinar si posibles diferencias que pudiesen encontrarse entre experimentos de 
supervivencia y peso pudiesen deberse a una diferencia en el consumo. Se observó 
que no existieron diferencias significativas en el consumo entre las orugas que se 
alimentaron de hojas del cv Williams y aquellas que consumieron hojas del cv 
NoKunitz (Figura 21). 
La supervivencia (Figura 22) de las orugas alimentadas con hojas del cv Williams 
fue menor que aquellas alimentadas con hojas del cv NoKunitz. Sin embargo,  a pesar 
de la diferencia en la supervivencia de las orugas alimentadas sobre hojas del cv 
Williams y cv NoKunitz, no se encontraron diferencias en el peso de las orugas (Figura 
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23). Este resultado sugiere que  la adaptación de las orugas de A. gemmatalis a los GmIP 
se realizaría en los primeros días de vida, no generando inconvenientes de desarrollo en 
aquellas orugas que logran sobrevivir y sobrepasar estas defensas en sus primeros días. 
 
 
Figura 21: Consumo de 24h de orugas de A. gemmatalis de 4to estadio en hojas de 
plantas de soja cv Williams (W) y cv NoKunitz (NK). A: Imagen de orugas 
consumiendo en las hojas. B: Imagen de estimación de área consumida. C: Promedio 
de mg de hoja consumida por oruga por día. Las barras indican el promedio de 
consumo por cv Williams (W) o cv NoKunitz (NK). El experimento se realizó por 
triplicado. Fue analizado por t – test y no se observaron diferencias significativas 
(p=0,83). 
 
4.2.3. Actividad enzimática y expresión de genes (AgTrx, AgTry1, AgTry2 y 
AgTry3) determinada a partir de los intestinos extraídos de las orugas 
alimentadas con hojas de los cvs Williams y NoKunitz: Para identificar los 
mecanismos que permitieron a las orugas de A. gemmatalis tolerar los altos niveles 
de GmIP, se determinaron la expresión de los genes de Trx (AgTrx) y de 3 tripsinas 
digestivas (AgTry1, AgTry2 y AgTry3), y las actividades enzimáticas de extractos 
proteicos intestinales de las orugas alimentadas con hojas de los cvs Williams y  
NoKunitz.  
 
Resultados 
52 
 
Días
0 2 4 6
0
50
100
W NK
 
Figura 22: Porcentaje de supervivencia de orugas de A. gemmatalis alimentadas 
con hojas de plantas de soja cv Williams o cv NoKunitz desde neonatas hasta 5To 
estadio. Las curvas indican el porcentaje de individuos vivos por día en los primeros 5 
días desde neonatos alimentadas en hojas de plantas cv Williams (W: círculo) y cv 
NoKunitz (NK: cuadrado). Se utilizó un número no menor a 30 individuos y el 
experimento se realizó por triplicado. El experimento se analizó con el test Longrank 
y se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (P=0,0066). 
 
Como resultado del análisis de los extractos intestinales de las orugas que se 
alimentaron con los diferentes cultivares, se observó que no hubo diferencias en la 
actividad de la tripsina digestiva total entre las orugas que consumieron las hojas del cv 
Williams (con mayores niveles de GmIP) del  cv NoKunitz (Figura 24). 
Con los fines de profundizar los resultados obtenidos en la Figura 24 sobre 
actividad tripsina total, se realizó una estimación de la Km (concentración de sustrato a 
la cual la velocidad enzimática es la mitad de la máxima), como medida de afinidad del 
extracto y Vmax (máxima velocidad enzimática) como medida de capacidad catalítica 
del extracto, y en base a esta estimación se realizó una proyección de actividad 
enzimática del extracto en función de diferentes concentraciones de sustrato. Se observó 
que las actividades enzimáticas de los extractos intestinales de las orugas alimentadas 
con hojas del cv NoKunitz alcanzaron una mayor Vmax (Vmax = 111mMoles/seg) y 
Km (Km = 0,6mM), que las alimentadas con hojas de plantas cv Williams (Vmax = 
31Mmoles/seg; Km=0,1mM) (Figura 25). 
Resultados 
53 
 
Días
0 1 2 3 4
0
20
40
60
80
W NK
 
Figura 23: Diferencia de peso diaria de orugas que fueron alimentadas con plantas 
cv Williams (W) o cv NoKunitz (NK) desde neonatas hasta 5to estadio. Las curvas 
indican la diferencia de peso promedio (medición actual-medición previa) por día de 
orugas alimentadas en hojas de plantas cv Williams (W: círculo) y cv NoKunitz (NK: 
cuadrado). No se observan diferencias significativas de aumento de peso promedio 
entre los tratamientos. El experimento fue realizado por triplicado con no menos de 
30 individuos por réplica. 
 
Es importante tomar en cuenta que estos parámetros cinéticos (Km y Vmax) son 
una consecuencia de la interacción entre la enzima y el sustrato, y que por lo tanto 
no pueden ser tenidos en cuenta dentro de un extracto que supone una mezcla de 
componentes y enzimas. Sin embargo, los resultados de los experimentos in vitro 
sugieren que la composición de las tripsinas del extracto intestinal permite la 
adaptación de las orugas a los altos niveles de GmIP por medio del aumento de la 
actividad enzimática. De aquí se desprende la importancia de desglosar los 
componentes del extracto intestinal para poder realizar un estudio más exhaustivo de 
cada uno de ellos, a los fines de comprender las intrincadas relaciones que se 
suscitan para llevar a cabo la adaptabilidad de las orugas de A. gemmatalis a los 
GmIP. 
A los fines de poder determinar los mecanismos de adaptación de las orugas de 
A. gemmatalis a los GmIP, se analizaron los extractos de las enzimas digestivas de 
las orugas en presencia de GmIP BBI y KTI. No se encontraron diferencias de 
inhibición entre los extractos de las orugas alimentadas con plantas del cv Williams 
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y aquellas que fueron alimentadas con plantas del cv NoKunitz (Figura 26). La 
inhibición con BBI y KTI no indujo enzimas resistentes a los GmIP,  como se 
plantea en Brioschi et al.  (2007). Sin embargo, es posible que no se haya 
encontrado diferencias de inhibición entre los extractos debido a  que la diferencia 
entre los cultivares (Williams y NoKunitz) sólo está dada por la ausencia de KTI, y 
la inducción de enzimas resistentes podría ser inducida por la presencia de BBI, que 
está presente en ambos cultivares. A la luz de estos resultados se analizó la 
expresión de los genes de Trx (AgTrx) y de tripsinas digestivas (AgTry1, AgTry2 y 
AgTry3), a los fines de poder establecer un mecanismo de respuesta de A. 
gemmatalis a los GmIP. 
 
W NK  
Figura 24: Actividad enzimática de serin proteasas de extractos digestivos de orugas 
que fueron alimentadas con hojas de plantas de soja cv Williams (W) o cv NoKunitz 
(NK) desde neonatos hasta 5to estadio. Las barras indican la actividad de tripsina de 
extractos de intestinos de orugas alimentadas con diferentes cultivares medido como la 
pendiente generada por la capacidad de los extractos de degradar el sustrato 
cromogénico Bapna aumentando la DO405 en función del tiempo relativizado a la 
concentración de proteínas de los extractos medida por bradford. W corresponde a  
extractos de las orugas que fueron alimentadas en plantas cv Williams y NK 
corresponde extractos de las orugas que fueron alimentadas en plantas cv NoKunitz. La 
actividad de la tripsina digestiva total fue igual en ambos genotipos. El experimento fue 
realizado por triplicado y analizado con t- test  no encontrándose diferencias entre los 
tratamientos (p = 0,35). 
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Figura 25: Actividad enzimática predictiva a partir de la obtención del valor de Km y 
Vmax de extractos de intestino de orugas alimentadas con hojas de plantas cv 
Williams (W) o cv NoKunitz (NK). W (Km = 0,1mM; Vmax = 31Mmoles/seg) y NK 
(Km = 0,6mM; Vmax = 111mMoles/seg). La zona encerrada en un círculo indica la 
concentración a la cual se trabajó para obtener los datos de la Figura 24. Se realizó 
una estimación de Km, como medida de afinidad del extracto y Vmax como medida de 
capacidad catalítica del extracto y en base a esta estimación se realizó una proyección 
de actividad en función de diferentes concentraciones de sustrato y se observó que los 
extractos intestinales de las orugas alimentadas con hojas de plantas de soja cv 
NoKunitz alcanzaron una mayor Vmax (111mMoles/seg) y Km (0,6mM) que las 
alimentadas con hojas de plantas cv Williams (Vmax = 31Mmoles/seg; Km = 0,1mM). 
 
 
Se analizó la expresión de los genes de 3 tripsinas digestivas (AgTry1, AgTry2 y 
AgTry3) y de la Trx (AgTrx) obtenidos de los intestinos de orugas alimentadas con  
hojas de los  cvs Williams (W) y NoKunitz (NK). Se observó que la expresión de 
AgTry1, AgTry2 y AgTrx fue mayor en los intestinos de aquellas orugas que se 
alimentaron con el cv Williams en comparación con aquellas que se alimentaron del cv 
NoKunitz (Figura 27). 
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Figura 26: Actividad enzimática de serin proteasas de extractos digestivos de 
intestinos de orugas que fueron alimentadas con los diferentes cultivares desde 
neonatos hasta 5to estadio en presencia de BBI y KTI. Los puntos indican la actividad 
de tripsina de extractos de intestinos de orugas alimentadas con los diferentes 
cultivares de soja medido como la pendiente generada por la capacidad de los 
extractos de degradar el sustrato cromogénico Bapna aumentando la DO405 en función 
del tiempo con diferentes concentraciones de GmIP (BBI y KTI). W corresponde a  
extractos de las orugas que fueron alimentadas en plantas de soja cv Williams y NK 
corresponde a extractos de las orugas que fueron alimentadas en plantas de soja cv No 
Kunitz. A: Actividad de los extractos con diferentes concentraciones de BBI. B: 
Actividad de los extractos con diferentes concentraciones de KTI. No se encontraron 
diferencias de inhibición con BBI (A) ni con KTI (B) entre los extractos de las orugas 
alimentadas con cv Williams y cv NoKunitz. El experimento fue realizado por 
triplicado. 
Un resultado similar fue encontrado en el experimento con dieta artificial donde la 
expresión de los genes de AgTry1, AgTry2 y AgTrx aumentaron en los tratamientos con 
las dietas con mayor concentración de GmIP (20% SS y 20% SC) en relación al control 
que era una dieta libre de GmIP (20% SCoc) (Figura 17). Sin embargo, la expresión de 
AgTry3 fue igual en el intestino de las orugas que se alimentaron de los cv Williams o 
cv NoKunitz, lo que indicaría funciones o resistencias diferentes de las tripsinas 
(AgTry1, AgTry2 y AgTry3) a los BBI y KTI. La diferencia en las expresiones de 
AgTry1, AgTry2, AgTry3 y AgTrx podría explicar una compensación de la actividad de 
los extractos enzimáticos intestinales (Figura 24). Mientras que algunas tripsinas son 
inhibidas, otras podrían aumentar su producción en el intestino del insecto, 
compensando la actividad enzimática perdida.  
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Figura 27: Expresión de los genes AgTry1, AgTry2, AgTry3 y AgTrx en intestino de 
orugas alimentadas desde neonatos con hojas de plantas cv Williams (W) o cv 
NoKunitz (NK). El gen de actina (AgAc) se utilizó como control interno para 
normalizar las cantidades de molde inicial. El aumento en la cantidad de  inhibidores 
en las hojas cv Williams aumenta la expresión de AgTry1, AgTry2 y AgTrx en el 
intestino de las orugas; mientras que AgTry3 presenta una expresión similar en los 
intestinos de las orugas que se alimentaron de hojas de cv Williams como las que se 
alimentaron de cv NoKunitz. A: Se muestra 1 de 3 repeticiones de electroforesis de gel 
de agarosa. B: Se muestra la concentración promedio de cada gen en las 3 
repeticiones, medida estimada como intensidad de fluorescencia de banda por el 
programa fluorchem. 
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4.3. Experimentos in vitro. 
Para estudiar la estructura  y funcionalidad, e interacción in vitro de AgTrx con los 
GmIP, se obtuvo la secuencia completa de AgTrx de las orugas, para luego expresarla 
heterólogamente. A su vez se obtuvieron las secuencias de 3 tripsinas digestivas y de 
actina de A. gemmatalis (AgTry1, AgTry2, AgTry3 y AgAc) que fueron utilizadas en los 
análisis de expresión desarrollados anteriormente y análisis in silico. 
4.3.1. Obtención de secuencias: 
4.3.1.1. Obtención de la secuencia parcial de actina de A. gemmatalis (AgAc): 
Se obtuvo una secuencia parcial de 187pb del ADNc del gen de actina de intestino 
de A. gemmatalis  (Figura 28), de la cual no había antecedentes publicados. La 
secuencia de actina se utilizó como gen control, ya que su expresión no varía con 
los tratamientos (Zhou et al., 2012). A la secuencia se le otorgó el nombre AgAc y 
se publicó en la base de datos del GenBank con el número de acceso MF402018. 
El análisis de la secuencia de nucleótidos obtenida (AgAc) mediante el programa 
BLAST mostró la homología con secuencias de actina de otros insectos (Tabla 
4). 
 
Figura 28: Secuencia parcial de nucleótidos de AgAc (187pb). La secuencia fue 
obtenida a partir del diseño de cebadores realizados por el alineamiento múltiple de las 
secuencias de Spodoptera exigua (AY507963.1), Agrotis ipsilon (EU601172.1), 
Heliothis virescens (AF368030.1) y  Manduca sexta (L13764.1). 
 
 
Nombre de la especie Número de acceso GenBank ADN (%) 
Spodoptera litura DQ494753.1 97 
Spodoptera exigua AY507963.1 96 
Agrotis ípsilon EU601172.1 96 
Mamestra brassicae EU035314.1 96 
Tabla 4: Porcentaje de identidad de AgAc en relación a las secuencias de genes 
codificantes de actina de otros insectos. El alineamiento se realizó mediante el 
programa BLASTN. 
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4.3.1.2. Obtención de secuencias de tripsinas digestivas de A. gemmatalis: 
4.3.1.2.1. Tripsina 1 (AgTry1): Se  obtuvo la secuencia codificante 
completa del ADNc del gen que codifica para un tripsinógeno del 
intestino de la oruga de A. gemmatalis, de la cual no había antecedentes 
publicados. A la secuencia se le otorgó el nombre AgTry1 y se publicó en 
la base de datos del GenBank con el número de acceso MF407317. 
La secuencia de nucleótidos codificante contiene 783pb que codifican para la 
proteína AgTry1 de 206 aminoácidos (Figura 29). El análisis de la secuencia de 
nucleótidos y de aminoácidos mediante el programa BLAST mostró la homología de 
AgTry1 con tripsinas digestivas de otros insectos (Tabla 5). 
El programa Expasy ProtParam predijo que AgTry1 tiene un punto isoeléctrico 
teórico de 8,87 y un peso molecular de 28,225kDa. El sitio de clivaje y de secreción de 
péptido señal se predijo con el programa Expasy Signal P y el programa Subcelular 
location prediction TargetP, que mostraron la región de reconocimiento de secreción 
(CIAAVAAVPANPQRIVGGSV) y el corte del zimógeno entre la posición A18 y V19 
(Figura 29).  
 
Nombre de la especie 
Número de acceso 
GenBank 
ADN 
(%) 
Aminoácido
s (%) 
Helicoverpa punctigera JX195649.1 76 70 
Helicoverpa armigera  Y12269.1 76 70 
Manduca sexta  L16806.1 75 65 
Mamestra configurata FJ205402.1 75 67 
Sesamia nonagroides AY587145.1 84 68 
Tabla 5: Porcentaje de identidad de AgTry1 en relación a las secuencias de genes 
y de proteínas de tripsinas de otros insectos. El alineamiento se realizó mediante 
los programas BLASTn y BLASTp. 
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Figura 29: Secuencia de nucleótidos codificantes (783pb) y de aminoácidos (260) de 
AgTry1. El codón de inicio y el codón stop se muestran subrayados. La zona de 
reconocimiento del péptido señal de secreción se muestra de color gris. El rectángulo 
negro marca el sitio de clivaje del zimógeno. En triángulo rojo se muestran los 
aminoácidos que componen el sitio activo (H71-D116-S217) y en círculo verde se 
muestran los aminoácidos que componen el sitio de unión al sustrato (D211-S232-
G234). El programa Expasy ProtParam predijo que AgTry1 tiene un punto isoeléctrico 
teórico de 8,87 y un peso molecular de 28,225 kDa. El sitio de clivaje y de secreción de 
péptido señal se predijo con el programa Expasy Signal P y el programa Subcelular 
location prediction TargetP que mostraron la región de reconocimiento de secreción 
(CIAAVAAVPANPQRIVGGSV) y el corte del zimógeno entre la posición A18 y V19. 
 
4.3.1.2.2. Tripsina 2 (AgTry2): Se  obtuvo la secuencia parcial de 222pb del 
ADNc del gen que codifica para un tripsinógeno de intestino de oruga de A. 
gemmatalis de la cual no había antecedentes publicados. A la secuencia se le 
otorgó el nombre AgTry2 (Figura 30), y se publicó en la base de datos del 
GenBank con el número de acceso MF407318. 
El análisis de la secuencia de nucleótidos mediante el programa BLAST 
mostró la homología de AgTry2 con tripsinas digestivas de otros insectos 
(Tabla 6). 
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Figura 30: Secuencia parcial de nucleótidos de AgTry2 (222pb). 
 
Nombre de la especie 
Número de 
acceso GenBank 
ADN (%) 
Helicoverpa zea AF261985.1 81 
Mamestra configurata FJ205428.1 81 
Heliothis virescens JN793545.1 80 
Helicoverpa armigera EF600054.1 80 
Tabla 6: Porcentaje de identidad de AgTry2  en relación a las secuencias de genes de 
tripsinas de otros insectos. El alineamiento se realizó mediante el programa BLASTn. 
 
4.3.1.2.3. Tripsina 3 (AgTry3): Se  obtuvo la secuencia parcial del ADNc del 
gen que codifica para un tripsinógeno de intestino de oruga de A. gemmatalis, 
de la cual no había antecedentes publicados. A la secuencia se le otorgó el 
nombre AgTry3 (Figura 31), y se publicó en la base de datos del GenBank con 
el número de acceso MF407319. 
El análisis de la secuencia de nucleótidos mediante el programa BLAST 
mostró la homología de AgTry3 con tripsinas digestivas de otros insectos 
(Tabla 7). 
Figura 31: Secuencia parcial de nucleótidos de AgTry3 (607pb). 
 
Resultados 
62 
 
 
 
Nombre de la especie 
Número de acceso 
GenBank 
ADN 
(%) 
Plodia interpunctella AF173498.1 70 
Amyelois transitella XM013330815.1 71 
Heliothis virescens JN793548.1 70 
Helicoverpa armigera XM021338512.1 70 
Tabla 7: Porcentaje de identidad de AgTry3  en relación a las secuencias de genes de 
Tripsinas de otros insectos. El alineamiento se realizó mediante el programa BLASTn. 
 
Las secuencias de las tripsinas se caracterizan por tener ciertas regiones conservadas 
como IVGG en el extremo N-terminal, como los aminoácidos que forman la tríada 
catalítica (His57, Asp102 y Ser195),  tres pares de residuos de cisteína que forman 
puentes disulfuro, y un residuo de Asp189, que es determinante para la especificidad de 
sustratos (Barrett et al., 1998; Terra y Ferreira, 2005).  
La mayoría de las tripsinas se agrupan en su secuencia según relaciones 
filogenéticas. A su vez se conoce que dentro de cada orden existen subgrupos de 
tripsinas (tipo I, II y III) con homología de secuencias. Se sabe que existe mayor 
homología entre tripsinas que pertenecen al mismo tipo aunque sean de diferentes 
especies, que entre tripsinas de diferentes tipos dentro de una misma especie. Para 
Lepidópteros existen al menos tres tipos diferentes de tripsinas relacionadas con la 
digestión (Lopes et al., 2004); las tipo I y III sensibles a los IP y las de tipo II 
insensibles a los IP. 
Esta capacidad de sensibilidad a los IP estaría determinada por secuencias de 
aminoácidos conservadas en ciertas posiciones clave, como las tripsinas insensibles  a 
los IP o de tipo II que poseen los aminoácidos Arg 188, Gln 190 y Phe 215, y aquellas  
tripsinas sensibles a los IP que poseen los aminoácidos Lys 188, Ala 190 y Trp 215 
(Lopes et al., 2004). A su vez otras posiciones como la 99 y 228 serían indicadoras de 
estas diferencias en la interacción con los IP, generando a su vez subclases de tripsinas 
que se modifican en relación a la familia de IP con la que se enfrentan.En base al trabajo 
de Lopes et al. (2004) se realizó un alineamiento con secuencias conocidas de insectos 
que se encuentran en la base de datos del NCBI y se observó que  AgTry1 
correspondería a una tripsina de tipo II, AgTry2 a una tripsina de tipo I y AgTry3 a una 
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tripsina de tipo III. Donde se mantienen las características de sitios conservados y la 
homología de secuencias con tripsinas del mismo subgrupo (Figura 32). 
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4.3.1.3. Obtención y análisis de la secuencia codificante completa de 
tiorredoxina de A. gemmatalis (AgTrx): Se  obtuvo una secuencia codificante 
completa del ADNc del gen que codifica para la proteína Trx del intestino de 
orugas de A. gemmatalis, de la cual no había antecedentes publicados. A la 
secuencia se le otorgó el nombre AgTrx y se publicó en la base de datos del 
GenBank con el número de acceso KT454797. 
La secuencia de AgTrx fue clonada con los objetivos de: realizar un análisis 
bioinformático a partir de la secuencia, realizar un análisis de expresión en función de 
diferentes tratamientos (Figuras 18 y 27), y expresarla heterólogamente para realizar 
análisis de la actividad y de la estructura tridimensional por difracción de rayos X. 
La secuencia de nucleótidos codificante de AgTrx contiene 321pb (Figura 33), y fue 
analizada mediante el programa BLAST que mostró la homología de AgTrx con Trx de 
otros insectos (Tabla 8). 
Figura 32: Alineamiento de secuencias de aminoácidos de tripsinas AgTry1, 
AgTry2, AgTry3 y especies informadas en NCBI que mostraron homología de 
secuencia con AgTry1, AgTry2 y AgTry3. Con líneas horizontales punteadas se
indican los grupos de especies relacionadas con AgTry3, primer grupo; AgTry2, 
segundo grupo y AgTry1 tercer grupo. En resaltado rojo se  indican los sitios 
consenso de identidad de tripsinas y en resaltado verde se indican los sitios de 
especificidad que muestran que las tripsinas pertenecen al grupo de insensibles 
a los IP o grupo II (AgTry1) marcado por Arg 188, Gln 190 y Phe 215 o al 
grupo de sensibles a los IP o grupo I y III (AgTry2 y AgTry3) marcado por Lys 
188, Ala 190 y Trp 215.  Las secuencias que se utilizaron para el alineamiento 
fueron: Sesamia nonagrioides (AY587155), Plodia interpunctella (AF173498), 
Helicoverpa armigera (EF600059), Helicoverpa punctigera (JX195649), 
Helicoverpa armigera (Y12269), Helicoverpa armigera (HM209425), Mamestra
configurata (FJ205402), Lacanobia oleracea (AJ007706), Sesamia 
nonagrioides (AY587164), Heliothis virescens (AFO68325), Amyelois 
transitella (XP_013190916). 
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El programa Expasy ProtParam predijo que AgTrx tiene un punto isoeléctrico 
teórico de 4,82 y un peso molecular de 11,840kDa. Además, el programa “Subcelular 
location prediction TargetP”  predijo que AgTrx no es de ubicación mitocondrial y que 
no posee péptido señal de secreción. 
 
 
Figura 33: Secuencia de nucleótidos codificantes (321pb) y de aminoácidos (106) de 
AgTrx. El codón de inicio y el codón stop se muestran subrayados. El sitio activo de la 
proteína se muestra coloreado de gris. 
 
Nombre de la especie 
Número de acceso 
GenBank 
ADN (%) Aminoácidos (%) 
Spodoptera litura KM358526.1 84 92 
Manduca sexta AF117573.1 86 92 
Bombyx mori NM_001098334.1 86 92 
Helicoverpa armigera JQ744277.1 85 92 
Ostrinia furnacalis KJ744039.1 86 89 
Tabla 8: Porcentaje de identidad de AgTrx en relación a las secuencias de genes y 
de proteínas de Trx de otros insectos. El alineamiento se realizó mediante los 
programas BLASTn y BLASTp. 
 
4.3.2. Estructura tridimensional de AgTrx: En colaboración con la Plataforma 
Argentina de Biología Estructural y Metabolómica (PLABEM) con sede en el 
Instituto Leloir se obtuvo la estructura tridimensional de AgTrx mediante la 
difracción de rayos X. Para la difracción de rayos X se colectaron sets completos de 
datos de difracción de 2 cristales, obtenidos en 27% PEG4000 + 0.1 M Tris pH 8,5 + 
0.2 M Acetato de sodio,  a 1.95 Angstroms de resolución máxima, usando como 
criterio de corte la relación señal/ruido (aprox. 2.0 en la capa de máxima resolución). 
En un cristal se colectaron 250 grados de rotación en ángulo PHI a 4 minutos de 
exposición por grado y en el otro se colectaron 175 grados de rotación a 8 minutos 
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de exposición por grado. La celda obtenida fue monoclínica con dos moléculas en la 
unidad asimétrica y parámetros de red a=108, b=29, c=80 Å, beta=128º (Figura 34). 
Los datos obtenidos de la difracción fueron analizados por diferentes programas con 
los que se arribó a la estructura final que fue publicada en el sitio PDB con el N° de 
acceso 5DBQ (Figura 35). 
La estructura obtenida muestra que el motivo del sitio activo (Trp – Cys – Gly – Pro 
- Cys) se conserva al igual que lo hace la estructura tridimensional que se correlaciona 
con el pliegue típico de Trx, y consiste en un centro hidrofóbico compuesto por 4 
láminas  rodeado de 4 hélices (Figura 35). El puente disulfuro del sitio activo que le 
confiere la propiedad de antioxidante a la Trx se encuentra comprendido entre los 
residuos 32 y 35 (Martin, 1995). 
Esto se correlaciona con otras Trx ya que se conoce que las mismas tienen la 
característica de conservar una alta similitud en su estructura tridimensional pese a 
diferencias en su estructura primaria.  
Como se mencionó anteriormente y se observa en la Tabla 8 AgTrx presenta una alta 
homología de secuencia (92%) con otras Trx de lepidópteros, como Spodoptera litura 
(KM358526), Manduca sexta (AF117573), Bombyx mori (NM001098334) y 
Helicoverpa armigera (JQ744277). Esta homología decrece considerablemente cuando 
se aleja del orden filogenético, presentando un 63% de homología con Trx de 
Drosophila melanogaster (1XWA), 43% de homología con Trx de arroz (Oryza sativa 
1WMJA), 39% con Trx H 1 de soja GmTrxh1 (ABV71991) y con Trx humana un 37% 
(1UVZA). Sin embargo, al generar un alineamiento con la estructura tridimensional se 
puede observar que el plegamiento conserva un 100% de homología con Trx de 
Drosophila melanogaster (1XWA) y Trx humana (1UVZA) (Figura 36). 
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Figura 34: Cristalografía de AgTrx: A: Cristales obtenidos de AgTrx en 
condición 27% PEG4000 + 0,1 M Tris pH 8.5 + 0,2 M Acetato de sodio. B: 
Patrón de difracción obtenido de 1 cristal de AgTrx en equipo difractómetro de 
monocristales Bruker D8 QUEST a 100K a 1.95 Angstroms de resolución máxima. 
En un cristal se colectaron 250 grados de rotación en ángulo PHI a 4 minutos de 
exposición por grado y en el otro se colectaron 175 grados de rotación a 8 
minutos de exposición por grado. 
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Figura 35: Estructura tridimensional de AgTrx. A: Gráfico de la conformación 
tridimensional de AgTrx donde se observa el característico dominio conservado de Trx 
compuesto por un centro hidrofóbico  de láminas  rodeadas por hélices ;el sitio 
activo se indica en amarillo, marcando la interacción en puente disulfuro de las 
cisteínas 32 y 35. B: Esquema del detalle de la estructura secundaria según la 
secuencia de aminoácidos (PDB: 5DBQ): los rectángulos beige indican las estructuras 
láminas  y los rectángulos rojos indican las estructuras hélices . 
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Figura 36: Alineamiento tridimensional de AgTrx (5DBQ) y Trx de Drosophila 
melanogaster (1XWA). En naranja se muestra AgTrx y en celeste a la Trx de 
Drosophila melanogaster. El alineamiento tridimensional fue realizado con el 
programa Structure Alignment del PDB y mostró un alineamiento del 100% de la 
estructura tridimensional de ambas secuencias. 
 
4.3.3. Actividad in vitro de AgTrx. 
4.3.3.1. Prueba de la actividad de AgTrx por reducción de la insulina. 
Para determinar la actividad biológica de AgTrx expresada heterólogamente en 
E.coli, se midió la actividad de AgTrx  por el método espectrofotométrico que registra la 
turbidez producida por la precipitación de las cadenas libres A y B de la insulina, que se 
producen por la reducción de los puentes disulfuro intercatenarios (Holmerg,  1979; 
Traverso et al., 2007). 
Se observó que el aumento de la concentración de la AgTrx se correlaciona con el 
aumento de la absorbancia producido por la reducción de la insulina, indicando que la 
AgTrx  tiene actividad reductora de insulina (Figura 37) y por tanto puede ser utilizada 
para medición de la actividad con los GmIP. 
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Figura 37: Prueba de Actividad de AgTrx in vitro. A: Gel de poliacrilamida de AgTrx 
expresada heterólogamente de E. coli, se observa una alta pureza en la purificación. 
MM corresponde al marcador molecular. B: Actividad de AgTrx por reducción de 
insulina bovina. La reacción se llevó a cabo en solución reguladora de pH (0,1M 
K2HPO4 pH 7, 2mM EDTA) y consistió en la medición de DO650nm cada 1 minuto de 
0,5mg/ml de 0,4mg de insulina bovina con AgTrx 4 y 8mM previamente incubada 15 
minutos con 0,5mM de DTT; el control se realizó sólo con DTT sin AgTrx (Trx 0uM). 
 
4.3.3.2. Actividad de la AgTrx por reducción de los GmIP. 
Se midió la capacidad de la AgTrx de restaurar la actividad de la tripsina bovina 
luego de que haya sido inhibida por el BBI y el KTI (Figura 38).  
Aunque la actividad de la tripsina bovina fue inhibida por los inhibidores BBI y 
KTI, se observó que la AgTrx tiene la capacidad de restablecer la actividad de la 
tripsina bovina (Figura 38).  Estos resultados sugieren que la AgTrx tiene la capacidad 
de inactivar a los GmIP. Para el análisis de estos resultados se utilizaron 
concentraciones fijas de reactivos. 
4.3.4. Actividad in vitro de laGmTrxh1 
En base a los resultados se determinó la capacidad que tiene la Trx de la soja para 
restablecer la actividad de la tripsina bovina inhibida por el BBI y el KTI. Para esto se 
utilizó la Trxh1 de soja con N° acceso GenBank EU144127, a la que denominamos 
GmTrxh1. La misma fue clonada y expresada heterólogamente en igualdad de 
condiciones que la AgTrx por la Lic. Alina Crelier en el laboratorio de Bioquímica de la 
FAUBA, quien la aportó para estas mediciones.  
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Figura 38: Actividad in vitro de AgTrx.  Actividad enzimática in vitro medida por el 
aumento de la absorbancia generada por la degradación del sustrato cromogénico 
BapNa por tripsina bovina (TB). A: TB- actividad de tripsina bovina; TB+ BBI- 
actividad de tripsina bovina luego de ser incubada con BBI.; TB+BBI+AgTrx – 
actividad de tripsina bovina luego de ser incubada con BBI y AgTrx. B: TB- 
actividad de tripsina bovina; TB+KTI - actividad de tripsina bovina luego de ser 
incubada con KTI.; TB+KTI+AgTrx – actividad de tripsina bovina luego de ser 
incubada con KTI y AgTrx. Las letras sobre las barras indican diferencias 
significativas establecidas por test anova de 10 repeticiones. 
 
Se midió la capacidad de laGmTrxh1 de restaurar la actividad de la tripsina bovina 
luego de que la misma haya sido inhibida por el BBI y el KTI. Se observó que la 
GmTrxh1 tiene la capacidad de restablecer la actividad de la tripsina bovina. Estos 
resultados sugieren que la GmTrxh1 tiene mayor capacidad de inactivar al GmIP KTI 
que al BBI (Figura 39).  Para el análisis de estos resultados se utilizaron 
concentraciones fijas de reactivos. 
4.3.5. Comparación de la actividad de la AgTrx con la GmTrxh1. 
En base a los resultados de los puntos anteriores, el paso siguiente fue comparar la 
capacidad de restauración de la actividad de la tripsina bovina por la AgTrx con la 
GmTrxh1, y de esta manera determinar si existen especificidades de interacción entre 
ambas tiorredoxinas y los GmIP BBI y KTI. Se Observó que la AgTrx presentó mayor 
capacidad porcentual para restaurar la actividad de la tripsina bovina en presencia de 
ambos GmIP que la GmTrxh1 (Figura 40).  
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Figura 39: Actividad in vitro de GmTrxh1. Actividad enzimática in vitro medida por el 
aumento de la absorbancia generada por la degradación del sustrato cromogénico 
BapNa por tripsina bovina (TB). A: TB- actividad de tripsina bovina; TB+ BBI- 
actividad de tripsina bovina luego de ser incubada con BBI.; TB+BBI+ GmTrxh1 – 
actividad de tripsina bovina luego de ser incubada con BBI y GmTrxh1. B: TB- 
actividad de tripsina bovina; TB+KTI - actividad de tripsina bovina luego de ser 
incubada con KTI.; TB+KTI+ GmTrxh1 – actividad de tripsina bovina luego de ser 
incubada con KTI y GmTrxh1. Las letras sobre las barras indican diferencias 
significativas establecidas por test anova de 10 repeticiones. 
 
 
Figura 40: Comparación del porcentaje de actividad restaurada por g de AgTrx y 
GmTrxh1 en función de la actividad total de tripsina bovina (TB). A: Actividad  
porcentual de tripsina bovina restaurada por  AgTrx o GmTrxh1 luego de que la misma 
haya sido inhibida por BBI: TB+BBI+AgTrx – actividad de tripsina bovina luego de ser 
incubada con BBI y AgTrx, TB+BBI+ GmTrxh1 – actividad de tripsina bovina luego de 
ser incubada con BBI y GmTrxh1. B: Actividad  porcentual de tripsina bovina 
restaurada por  AgTrx o GmTrxh1 luego de que la misma haya sido inhibida por KTI: 
TB+KTI+AgTrx – actividad de tripsina bovina luego de ser incubada con KTI y AgTrx, 
TB+KTI+ GmTrxh1 – actividad de tripsina bovina luego de ser incubada con KTI y 
GmTrxh1.
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5. DISCUSIÓN 
La soja se ha convertido en el cultivo líder en el mundo y en nuestro país; esto se 
debe principalmente a su alto contenido en proteínas de buen valor biológico en 
comparación con otras proteínas vegetales. Aunque el cultivo de soja puede ser atacado 
por insectos plaga que disminuyen su rendimiento, la soja responde al daño producido 
por los insectos generando diferentes compuestos químicos, como son los GmIP que 
disminuyen el crecimiento, desarrollo y supervivencia de los insectos.  
 Las orugas de A. gemmatalis están adaptadas a alimentarse de soja a pesar de sus 
potentes defensas químicas, lo que la convierte en una plaga. La soja aumenta la 
expresión de los GmIP frente al ataque de A. gemmatalis como mecanismo de defensa 
(Mithöfer y Boland, 2012; Pereira et al., 2005). Sin embargo, las orugas de A. 
gemmatalis son resistentes a  los GmIP ya que logran alimentarse de la soja (Heath  et 
al., 1997; Pompermayer et al., 2003). Son varios los mecanismos que tienen los insectos 
para alimentarse de las plantas y tolerar o evitar los IP: i) seleccionando hojas dentro de 
la planta con menos niveles de inhibidores (Zavala et al., 2008), ii) aumentando la 
síntesis de la enzima digestiva inhibida (Brioschi et al., 2007; Broadway, 1995; 
Markwick et al., 1998; Stevens et al., 2013), iii) sintetizando nuevas isoenzimas que no 
sean inhibidas por los inhibidores (Brioschi et al., 2007; Dunse et al., 2010; Jongsma et 
al., 1995; Jongsma y Bolter, 1997; Pereira et al., 2005; Volpicella et al., 2003), o iv) 
sintetizando enzimas digestivas que degraden al inhibidor (Giri et al., 1998).  
En este trabajo se estudió la interacción soja - A. gemmatalis con el objeto de 
dilucidar los mecanismos que le permiten a la oruga alimentarse de soja sin afectar su 
supervivencia. En los experimentos con dieta y las diferentes concentraciones de GmIP 
se establecieron los mecanismos generales sobre las respuestas de las orugas de A. 
gemmatalis frente a los IP de la soja. En la segunda etapa del trabajo de tesis, con los 
experimentos realizados con plantas de soja se estableció que el mecanismos de 
adaptación de las orugas a los GmIP podría estar relacionado con el tipo de GmIP, ya 
sea KTI o BBI, sugiriendo la necesidad de un estudio más sofisticado sobre las 
interacciones entre los GmIP y las tripsinas del insecto.  Finalmente por medio de 
experimentos in vitro se estudió la intervención de las trx de la soja y de la oruga sobre 
la desactivación de los GmIP, que  podría permitir la tolerancia de las orugas de A. 
gemmatalis a los GmIP. 
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5.1. La incorporación de soja cruda  a la dieta modificó el crecimiento y desarrollo de 
los insectos pero no demasiado. 
Los IP son una las defensas más importantes de las plantas contra el ataque de 
orugas lepidópteras, ya que disminuyen su supervivencia (Zavala et al., 2004). La 
supervivencia  y el peso  de las orugas alimentadas con dietas con altos niveles de GmIP 
(20% SS y 20% SC) fue menor que en aquellas alimentadas con dieta libre de GmIP 
(20% SCoc) (Figuras 14 y 15). Esto demuestra que los GmIP afectan de manera 
negativa la supervivencia de las orugas de A. gemmatalis. Sin embargo, los resultados 
sugieren que existe adaptabilidad de A. gemmatalis a los GmIP,  ya que la supervivencia 
de las orugas que se alimentaron con dietas con GmIP (20% SS y 20% SC) se mantuvo 
por encima del 88%, y el peso alcanzado por éstas fue de un 90% y un 74% con 
respecto al control. La especialización de algunos insectos a alimentarse de ciertas 
especies tiene un costo de oportunidad importante, como es el caso de Manduca sexta 
que se alimenta de plantas de tabaco pese a los altos niveles de nicotina que ésta 
produce y que afecta a la mayoría de los insectos (Zavala y Baldwin, 2004). Por otro 
lado, aunque las especies de insectos generalistas se pueden alimentar de un rango 
mayor de especies, su tolerancia a las defensas que éstas producen es mucho menor que 
la de los insectos especialistas. Tal es el caso de orugas de Spodoptera litura cuya 
supervivencia se ve afectada en un 70% cuando son alimentadas con el inhibidor de soja 
Kunitz (Bhattacharyya et al., 2007). 
 
5.2. La adaptación se manifiesta en los primeros días de las orugas. 
Al igual que se observó con los experimentos de alimentación de orugas con dieta 
artificial, la supervivencia  de las orugas alimentadas con plantas del cv Williams fue 
menor que aquellas alimentadas del cv NoKunitz (Figura 22). A pesar de la diferencia 
en la supervivencia de orugas alimentadas sobre el cv Williams y cv NoKunitz, no se 
encontraron diferencias en el peso (Figura 23). Este resultado sugiere que  la 
adaptación de las orugas de A. gemmatalis a los GmIP se realizaría en los primeros días 
de vida, no generando inconvenientes de desarrollo para aquellas orugas que logran 
sobrevivir. Tanto en los experimentos con dieta, como en los experimentos con los cvs 
de soja la adaptación se manifiesta en los primeros días (Figuras 14 y 22). Esto se vio 
reflejado en aquellas orugas que logran sobrevivir, ya que alcanzan pesos similares 
incluso con mayores niveles de GmIP en la dieta y no mostraron diferencias de 
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efectividad entre BBI y KTI,  incluso en condiciones de un 40% más de GmIP, como se 
presentaba en el caso de los experimentos de alimentación sobre las plantas. La 
capacidad de supervivencia podría estar dada por algún mecanismo de adaptación 
intestinal que ante la presencia de GmIP hace que se mantenga el nivel de actividad de 
tripsinas digestivas, de manera tal que la digestión no se vea inhibida y la oruga no sufra 
de desnutrición, lo cual le permitiría mantener el peso y el crecimiento. Las orugas de 
Spodoptera frugiperda  alimentadas de dietas con altos niveles de GmIP mantuvieron 
niveles de supervivencia, crecimiento y peso de pupa similares al grupo control que 
había sido alimentado con dieta libre de GmIP  (Paulillo et al., 2000). Otro ejemplo es el 
caso de orugas de Spodoptera exigua que fueron alimentadas sobre plantas de tabaco 
modificadas genéticamente para que  expresen IP o nicotina o ambas defensas 
simultáneamente. Este estudio muestra que las orugas que consumieron el genotipo con 
nicotina alcanzaron un peso menor que las orugas control. Sin embargo,  el resultado no 
fue el mismo para el caso de aquellas orugas que consumieron dietas con diferentes 
niveles de IP, ya que no se presentaron diferencias de peso significativas, indicando que 
las orugas presentan mecanismos de adaptación a los IP (Steppuhn y Baldwin, 2007). 
Otro de los mecanismos de adaptación de los insectos a los IP es por compensación 
alimentaria, que consiste en consumir mayor cantidad de alimento, y así diluir el efecto 
de las defensas (Zavala y Baldwin, 2004). Los resultados sobre el consumo de área 
foliar de soja sugieren que las orugas de A. gemmatalis no utilizan este mecanismo para 
tolerar los GmIP, debido a que no se observaron diferencias significativas entre el 
consumo producido por las orugas que se alimentaron en hojas del cv Williams y 
aquellas que se alimentaron del cv NoKunitz (Figura 21). Sin embargo, debido a 
limitaciones experimentales no fue posible evaluar el movimiento de la oruga hacia 
otras zonas de la planta con menor cantidad de GmIP, como se plantea en Zavala y 
Baldwin (2004), donde las orugas de Manduca sexta se movilizan hacia zonas de 
Nicotiana attenuata en busca de hojas con menores cantidades de IP. En este estudio se 
demuestra que las orugas alimentadas con menores niveles de IP alcanzan antes el 
tamaño suficiente como para moverse dentro de la planta, y buscar hojas de mayor 
calidad, evitando los IP. Sin embargo, estos mecanismos de comportamiento no 
reemplazarían los mecanismos de adaptación que posee A. gemmatalis para alimentarse 
de soja a pesar de los GmIP. 
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5.3. El tipo de inhibidor no tiene influencia sobre el crecimiento y desarrollo de A. 
gemmatalis. 
Cuando se evaluó la actividad enzimática intestinal de las orugas alimentadas con 
dietas artificiales con concentraciones diferentes de GmIP se observó que aquellas 
alimentadas con dietas sin GmIP (20% SCoc) presentaron una actividad enzimática 
mayor, que aquellas alimentadas con altos niveles de GmIP (20% SS y 20% SC), lo que 
sugiere que los GmIP afectan la actividad enzimática intestinal de las orugas de A. 
gemmatalis (Figura 16). Esto también fue visto para otras especies. Jongsma et al. 
(1995) observó que orugas de Spodoptera exigua que habían sido alimentadas con 
plantas de tabaco transgénicas que sobre expresaban IP de papa disminuyeron su 
actividad enzimática intestinal. Por otro lado, si bien no se han realizado experimentos 
con los GmIP BBI y KTI de manera aislada, lo que definiría más acabadamente si 
alguno de los dos GmIP posee un efecto diferencial sobre los mecanismos de adaptación 
de A. gemmatalis, los resultados con experimentos de alimentación de orugas sobre las 
plantas sugieren que A. gemmatalis resiste con igual intensidad al efecto de ambos 
GmIP (BBI y KTI). Las orugas alimentadas con ambos cultivares de soja no sólo 
alcanzan pesos similares, sino que la actividad enzimática de los extractos digestivos de 
las orugas no fue mayormente alterada por los GmIP (Figura 24). Aunque este 
resultado sugiere que las orugas de A. gemmatalis poseen igual capacidad de respuesta 
para ambos GmIP, los extractos intestinales de las orugas alimentadas con el cv 
Williams tiene una composición enzimática diferencial con respecto a aquellas 
alimentadas con el cv NoKunitz. Los parámetros cinéticos de las tripsinas de las 
orugas alimentadas ya sea por el cv Williams o NoKunitz fueron diferentes, 
sugiriendo que fueron afectados por las variaciones de los GmIP presentes en los 
cultivares de soja. La Km de las tripsinas de las orugas, considerada como la afinidad 
por el sustrato de las enzimas que componen el extracto intestinal, se vio disminuida en 
aquellos extractos provenientes de orugas alimentadas con el cv Williams que posee 
altos niveles de ambos GmIP. Además,  la  Vmax de las enzimas de las orugas 
alimentadas sobre el cv Williams, considerada como la velocidad enzimática máxima 
del total de enzimas que componen el extracto, se vio disminuida con respecto a 
aquellas orugas alimentadas del cultivar cv NoKunitz (Figura 25). Estos resultados 
podrían sugerir que por un lado la actividad enzimática observada por un extracto 
compuesto de una mezcla de isoenzimas puede no presentar diferencias en el conjunto 
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ocultando composiciones diferentes, sugiriendo que podrían existir mecanismos de 
compensación como respuesta a los GmIP; y por otro lado, que la menor Km 
determinada en el extracto indicaría la presencia de enzimas con mayor afinidad por el 
sustrato generando una situación más favorable en la competencia con los GmIP. 
La modificación en la composición de tripsinas digestivas de las orugas en respuesta 
a los IP es un mecanismo de adaptación ya descripto por otros autores para diferentes 
especies.  Jongsma et al. (1995) muestra que orugas de Spodoptera exigua expresan 
tripsinas insensibles a los IP cuando las mismas se alimentan de plantas con altas 
concentraciones de IP. En Pittendrigh et al. (2007) muestran en un gel de proteínas 
cómo el perfil de extractos intestinales de orugas de Drosophila melanogaster se 
modifica cuando las mismas se alimentan de dietas con BBI. También Paulillo et al. 
(2000) y Brioschi et al. (2007), en experimentos in vitro observan que la actividad 
enzimática de los extractos de intestinales de las orugas de Spodoptera frugiperda no 
fue disminuida por los IP de la dieta, lo mismo se observó para extractos provenientes 
de orugas de Helicoverpa zea alimentadas con dietas con KTI (Volpicella et al., 2006). 
Similar respuesta fue encontrada por Franco et al. (2004) para orugas de  Anthonomus 
grandisfrente a KTI, Chougule et al. (2008) para orugas de Mamestra brassicae frente a 
KTI y Stevens et al. (2013) para orugas de Helicoverpa armigera frente al inhibidor de 
papa tipo II, entre otros. 
En los experimentos de esta tesis se pudo observar que la actividad enzimática 
intestinal de tipo tripsina de las orugas de A. gemmatalis en experimentos in vitro 
disminuyó por la presencia de los inhibidores de proteasas KTI y BBI, sugiriendo que 
estas orugas no inducen  la producción de enzimas resistentes a los GmIP como  
mecanismo para tolerar los IP (Figuras 17 y 26). Sin embargo, debe tenerse en cuenta 
que en esta tesis se utilizaron solo un tipo de inhibidor purificado comercial y en los 
trabajos antes mencionados se utilizaron un extracto de semillas, lo que indicaría que la 
resistencia puede estar dada por algún tipo de inhibidor en particular que no se ha 
utilizado en esta tesis o bien por la interacción del conjunto de los inhibidores presentes 
en el extracto. 
 
5.4. Los GmIP inducen la expresión de las tripsinas y la tiorredoxina en el intestino 
de las orugas. 
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Es sabido que en el intestino son muchas las isoformas de enzimas que están 
involucradas en la digestión (Terra y Ferreira, 1994), y que son muchos los factores que 
podrían determinar la composición de las tripsinas del intestino. Algunos insectos 
responden frente a los IP de la dieta produciendo enzimas que tienen la capacidad de ser 
insensibles a los IP ya sea porque los degradan, porque disminuyen la afinidad de unión 
con los mismos o mejoran la afinidad de unión con sus sustratos. En el trabajo 
Coevolution of Insect Trypsins and Inhibitors de Lopes et al. (2004) se describen los 
cambios que se generan en las tripsinas de insectos en respuesta a la alimentación con 
diferentes IP. Esta insensibilidad por parte de las tripsinas a los IP estaría ligada 
principalmente a 3 factores: la afinidad de interacción espacial, la afinidad de la enzima 
con el sustrato, la especificidad de la unión Enzima-IP generada por aminoácidos 
específicos que condicionan esa unión y en especial por la conformación del sitio de 
corte que le daría la capacidad a la enzima de degradar al IP. 
Los IP de las plantas presentan una región denominada sitio reactivo que 
corresponde al sitio que interactúa con la enzima objetivo. Los sitios reactivos de los IP 
son en general sitios hidrofílicos lo que genera interacciones débiles con aquellos sitios 
activos de enzimas que sean hidrofóbicos, como es el caso de las tripsinas de 
lepidópteros. Se observó que las tripsinas que se generan por acción de los IP poseen 
sitios de unión más hidrofóbicos, lo que genera una interacción física menor con los IP. 
Por otro lado se vio que las tripsinas digestivas generadas en orugas de Helicoverpa 
zea cuando consumen dietas con IP forman oligómeros en comparación con las tripsinas 
intestinales de orugas que consumen dietas libre de IP, que son más propensas a formar 
monómeros. Estos oligómeros en comparación con los monómeros mantienen una 
unión más estrecha con el sustrato, es decir los oligómeros tiene una Km menor que los 
monómeros, lo que genera una menor capacidad de inhibición por parte del IP 
competitivo (Brito et al., 2001). 
A su vez para analizar la especificidad de interacción se debe recordar que los 
residuos aminoacídicos de los sustratos de las enzimas son numerados desde el enlace 
peptídico hidrolizado como P1, P2, P3, Pn en dirección al extremo N-terminal y P1’, 
P2’, P3’, Pn’ en dirección al extremo C-terminal, mientras que los subsitios 
correspondientes a la enzima están numerados como S1, S2, S3, Sn y S1’, S2’, S3’ y 
Sn’, respectivamente. Las tripsinas son específicamente selectivas e hidrolizan las 
cadenas de proteínas en el grupo carboxilo de L-aminoácidos básicos con cargas 
positivas, tales como arginina (Arg) o lisina (Lys). Las tripsinas de mamíferos prefieren 
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los sustratos con Arg en P1 en lugar de sustratos con Lys en P1 (Craik et al., 1985). En 
el trabajo de Lopes et al. (2004), con el fin de estudiar la especificidad de las tripsinas 
de insectos, sintetizaron dos sustratos diferentes cambiando la Arg por la Lys en P1. 
Excepto para las tripsinas de lepidópteros, todas las demás tripsinas de insectos 
probadas hidrolizaron más eficientemente los sustratos que tienen la Arg en lugar de la 
Lys en la posición P1. Este resultado sugiere que las tripsinas de lepidópteros poseen 
una especificidad primaria para sustratos que contienen la Lys en P1, mientras que la 
preferencia para las tripsinas de insectos de otros órdenes es para los sustratos que 
contienen la Arg. 
El sitio reactivo de muchos IP contiene Lys en la posición P1, lo que le confiere la 
capacidad de inhibir a proteasas que hidrolizan Arg en la posición P1. Las tripsinas de 
lepidópteros han evolucionado para poder hidrolizar este tipo de inhibidores como se 
sugiere en Giri et al. (1998), ya que como se ha mencionado anteriormente hidrolizan 
preferentemente sustratos con la Lys en P1. El sitio reactivo de los BBI y KTI interactúa 
con el sitio activo de la enzima, lo que los convierte en inhibidores de tipo competitivos 
y le conferiría a la tripsina la capacidad de disminuir la inhibición de su actividad por 
los GmIP si se aumenta la interacción con el sustrato. A su vez estos IP poseen sitios 
reactivos hidrofílicos con isoformas que poseen en P1 tanto Arg como Lys, lo que los 
haría propensos a ser degradados por las tripsinas y tener una menor capacidad de unión 
con las mismas. El aumento de los IP en la dieta indujo que las tripsinas de las orugas 
tengan mayor afinidad por el sustrato, generando una ventaja en la competencia con el 
IP por la enzima (Figura 25). En base a estos análisis se puede asumir que las orugas de 
A. gemmatalis producen enzimas resistentes a los IP por varios mecanismos de 
adaptación. 
Las secuencias de tripsinas se caracterizan por tener ciertas regiones conservadas 
como IVGG en el extremo N-terminal, los aminoácidos que forman la tríada catalítica 
(His57, Asp102 y Ser195),  tres pares de residuos de cisteína que forman puentes 
disulfuro, y un residuo de Asp189, que es determinante para la especificidad de 
sustratos (Barrett et al.,1998; Terra y Ferreira, 2005). En el trabajo de Lopes et al. 
(2004) se alinearon las secuencias de tripsinas digestivas de insectos con el fin de 
establecer características de agrupamiento y determinar posiciones clave en la 
modificación de interacción de la tripsina con el sustrato y con el IP. Los resultados 
mostraron que  la mayoría de las tripsinas se agrupan en su secuencia según relaciones 
filogenéticas. A su vez se conoce que dentro de cada orden existen subgrupos de 
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tripsinas con homología de secuencias, y se sabe que existe mayor homología entre 
tripsinas de un mismo tipo que pertenecen a diferentes especies de insectos, que entre 
tripsinas de diferentes tipos dentro de una misma especie (Wheeler et al., 2001). Para 
lepidópteros se pueden diferenciar 3 subgrupos que surgen de un alineamiento realizado 
con secuencias obtenidas de tripsinas de Agrotis ipsilon, Helicoverpa armigera, y 
Helicoverpa zea obtenidos a partir de genes que se expresaron en presencia o ausencia 
de KTI. Esos grupos son: Grupo I y III son tripsinas que se encontraron ausentes o su 
expresión regulada negativamente  en presencia de KTI, mientras que las del grupo II  
son principalmente tripsinas insensibles a los IP, ya sea porque se encontraron 
expresadas sólo en presencia de KTI o bien sobreexpresadas. Los resultados indican 
divergencia entre las secuencias del tipo sensibles (I y III) y el grupo insensibles (II) a 
los IP. Esta capacidad de sensibilidad estaría determinada por la conservación de 
aminoácidos en ciertas posiciones clave donde las tripsinas insensibles a los IP o de tipo 
II conservan los aminoácidos Arg 188, Gln 190 y Phe 215, y aquellas  tripsinas 
sensibles a los IP conservan los aminoácidos Lys 188, Ala 190 y Trp 215 (Lopes et al., 
2004). A su vez otras posiciones como la 99 y 228 serían indicadoras de estas 
diferencias en la interacción con los IP, generando a su vez subclases de tripsinas que se 
modifican en relación a la familia de IP con la que se enfrentan. 
En esta tesis se logró identificar 3 genes de tripsinas digestivas (AgTry1, AgTry2 y 
AgTry3) (Figuras 29, 30 y 31), y se estudió su secuencia en comparación con 
secuencias conocidas de insectos que se encuentran en la base de datos del NCBI. 
Utilizando como base el trabajo de Lopes et al. (2004), se observó que AgTry1 
correspondería a una tripsina de tipo II,  AgTry2 a una tripsina de tipo I y AgTry3 a una 
tripsina de tipo III. Las secuencias de tripsinas identificadas mantienen las 
características de los sitios conservados y la homología de secuencias con las tripsinas 
del mismo subgrupo (Figura 32). 
A su vez se analizó la expresión de las tripsinas en el intestino de las orugas en 
respuesta a los GmIP en la dieta (Figura 18 y 27), y como resultado se determinó que 
frente a los GmIP aumentó la expresión de las tripsinas digestivas. A partir de estos 
resultados se puede inferir que aumentar la expresión de tripsinas susceptibles a los IP 
podría ser uno de los mecanismos que explique la adaptabilidad de las orugas a los altos 
niveles de IP. Bown et al. (2004), demostró que las orugas de Helicoverpa armigera 
aumentan en un primer momento la expresión de enzimas de tipo tripsina susceptibles, y 
que luego generan la inducción de enzimas de tipo tripsina insensibles a los IP, que no 
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tenían expresión constitutiva. Sin embargo, mientras que en orugas alimentadas con 
altos niveles de GmIP la expresión de AgTry3 aumenta (Figura 18), no se encontraron 
diferencias de expresión de este gen entre orugas alimentadas del cv Williams o del cv 
NoKunitz (Figura 27). Esto podría estar indicando una diferente respuesta frente a BBI 
con respecto a KTI, ya que en los tratamientos con dieta artificial se anulan los 2 GmIP, 
y en los experimentos con los cvs Williams y NoKunitz, BBI permanece como una 
constante. Esto sugiere que las orugas responden al tipo de IP en forma cuantitativa y 
cualitativa. En Mello et al. (2003), se observó que la caña de azúcar sintetiza 10 
isoformas de BBI como mecanismo de defensa, y que las orugas de Diatraea 
saccharalis para alimentarse de la caña debe modificar sus tripsinas digestivas, 
adaptándose a las 4 isoformas de BBI con las que se encuentra en su migración desde 
las hojas al tallo. 
Los resultados de este trabajo sugieren que los inhibidores presentes en la soja 
modifican el perfil de expresión de las tripsinas, y que la gran diversidad de secuencias 
entre tripsinas sensibles e insensibles a los IP probablemente esté relacionada con la 
resistencia de los insectos a las diferentes familias de IP. Las plantas de soja podrían 
generar diferentes familias e isoformas de IP en base al insecto por el cual está siendo 
atacada. En resumen el insecto puede adaptarse a consumir los IP modificando las 
tripsinas digestivas en sus características tanto físicas como químicas. También se 
observó que la expresión de AgTrx aumentó en aquellas orugas que consumieron mayor 
cantidad de GmIP con respecto al control (Figuras 18 y 27), lo que muestra que los 
mecanismos relacionados a la adaptación a los IP son mucho más complejos que la 
simple regulación de la expresión de isoformas de tripsinas digestivas. 
 
5.5. AgTrx reconstituye la actividad de tripsina bovina perdida por acción de 
inhibidores. 
Otra posible alternativa adaptativa no estudiada hasta el momento podría ser la 
desactivación de los GmIP mediante la reducción de sus puentes disulfuro 
intramoleculares. Los IP más importantes de la soja son los inhibidores de tripsina 
Bowman Birk (BBI) (Birk et al., 1963; Bowman, 1946) y Kunitz (KTI) (Kunitz, 1946) 
(Figura 3). BBI es una proteína de bajo peso molecular, aproximadamente 8kDa, que 
actúa como inhibidor competitivo de tripsina y quimiotripsina digestiva pudiendo 
generar un complejo ternario estable con cada una de ellas o ambas en simultáneo. Está 
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conformado por una cadena polipeptídica que forma una estructura simétrica de 2 
dominios tricíclicos; cada dominio comprende una región nonapeptídica unida mediante 
un puente intramolecular disulfuro conformado por 2 cisteínas. En cada dominio se 
conforma un sitio de unión a proteínas diana que actúa de manera independiente pero 
simultaneo con enzimas de tipo tripsina y quimiotripsina formando complejos 
estequiométricos estables. BBI presenta 7 puentes disulfuro intramoleculares formados 
por 14 cisteínas, de los cuales 4 se encuentran cercanos al dominio de inhibición N-
terminal y 3 cercanos al dominio de inhibición C-terminal. Por otro lado KTI, está 
formado por una cadena polipeptídica de 181 aminoácidos que componen una proteína 
de 20,1kDa con 2 puentes disulfuro. Posee un sólo sitio de unión a tripsina con la que 
establece una unión covalente por similitud a sustrato generando una inhibición de tipo 
competitiva. Estos puentes disulfuro contribuyen a la estabilidad de los dominios de 
inhibición incluso en condiciones extremas de pH y temperatura, razón por la cual BBI 
y KTI son resistentes a la proteólisis y a la desnaturalización por  calor. 
Uno de los mecanismos de regulación redox a través de la transformación tiol-
disulfuro es el mediado por las Trx. Experimentos in vitro han demostrado que el 
sistema Trx humana reduce los enlaces disulfuro presentes en los inhibidores de 
proteasas BBI y KTI de la soja. La reducción de los enlaces disulfuro resultó en la 
inactivación de los GmIP, así como también en el aumento de la susceptibilidad de éstos 
a la digestión y la desnaturalización por calor (Faris et al., 2008). En insectos las Trx 
han sido descriptas para las especies Manduca sexta, Bombix mori, Helicoverpa 
armigera y Spodoptera litura en donde se las ha descripto como antioxidantes y 
protectoras del daño oxidativo, pero sin mayor detalle o conocimiento acabado de sus 
funciones (Kang et al., 2014). El sistema Trx de las células intestinales de algunos 
insectos tendría la función de proteger del estrés oxidativo a las células epiteliales del 
tracto digestivo (Kanzok et al., 2001; Krishnan et al., 2009). Estos resultados llevaron a 
proponer la hipótesis “Las tiorredoxinas intestinales de A. gemmatalis inactivan a los 
inhibidores de proteasa de la soja reduciéndolos, lo cual  les permite alimentarse de soja 
sin que su crecimiento y desarrollo sea afectado”. 
Previamente, ya se ha demostrado en otras especies que las Trx tienen funciones 
específicas dentro del organismo y que por lo tanto las isoformas no serían redundantes. 
Sin embargo, no está claro cuál es la participación de las Trx en la digestión o bien si las 
Trx se unen a los IP de manera específica. ¿Las Trx de todas las especies se unen de 
igual manera  a los GmIP?, ¿existe especificidad de función entre éstas? En este trabajo 
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de tesis se ha demostrado la capacidad de la AgTrx para desactivar a los GmIP, 
sugiriendo que el aumento en la expresión de AgTrx no sería sólo una cuestión de 
defensa contra el estrés oxidativo, sino un mecanismo de desactivación directo de los 
GmIP por parte de AgTrx. La desactivación de los GmIP en el intestino le permitiría a la 
oruga alimentarse de la soja a pesar de los GmIP (Figura 38).  
 
5.6. La GmTrxh1 endógena de la soja recupera la actividad de la tripsina bovina 
perdida por los inhibidores, aunque en menor medida que la AgTrx. 
A su vez fue posible determinar que la Trx de soja también tiene la capacidad de 
desactivar a los GmIP (Figura 39). Sin embargo, esta desactivación no sería tan 
eficiente como la producida por la AgTrx (Figura 40), lo que sugiere una especificidad 
de la interacción de la AgTrx con los GmIP. Desde esta perspectiva también debe 
tenerse en cuenta que la soja cuenta con muchas isoformas de Trx que tienen funciones 
diferentes y no redundantes, que van desde la defensa contra el estrés oxidativo, 
regulación de la fotosíntesis hasta movilización de reservas. También debe considerarse 
que estas Trx deben ser evaluadas en un contexto donde se evalúen las modificaciones 
dentro de la planta en función del daño producido por A. gemmatalis. 
A su vez, se sabe que la capacidad de interacción de una Trx con su sustrato varía 
enormemente en función de las características del medio en que se encuentre, lo que 
hace muy dificultoso definir sustratos reales de una Trx en experimentos in vitro, ya que 
las aproximaciones experimentales que pueden realizarse suelen distar enormemente de 
lo in vivo (Martin, 1995). Poder hacer inferencias sobre posibles actividades biológicas 
por comparación de secuencias como se vio para el caso de las tripsinas es aún más 
dificultoso debido al hecho que se ha comprobado que las tiorredoxinas tienen la 
particularidad de generar el mismo plegamiento y estructura tridimensional unas con 
otras aunque la secuencia primaria de aminoácidos presente poca homología. 
En esta tesis se obtuvo una secuencia codificante completa de ADNc del gen que 
codifica para la proteína Trx de intestino de oruga de A. gemmatalis, de la cual no había 
antecedentes publicados en dicho insecto. A la secuencia se le otorgó el nombre AgTrx 
y se publicó en la base de datos del GenBank con el número de acceso KT454797 y se 
realizaron análisis de la expresión en presencia de GmIP como se describió 
anteriormente. La secuencia de nucleótidos codificante de AgTrx contiene 321pb 
(Figura 33),y se analizó mediante el programa BLAST que mostró la homología de 
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AgTrx con Trx de otros insectos (Tabla 8). El programa Expasy ProtParam predijo que 
AgTrx tiene un punto isoeléctrico teórico de 4,82 y un peso molecular de 11,840 kDa. 
Además, el programa “Subcelular location prediction TargetP”  predijo que AgTrx no es 
de ubicación mitocondrial y que no posee péptido señal de secreción, esto no quiere 
decir que la misma no sea secretada de la célula, ya que se conoce que las Trx en su 
mayoría son secretadas por vías alternativas al retículo endoplasmático independientes 
de péptido señal (Rubartelli et al., 1992). 
En colaboración con la Plataforma Argentina de Biología Estructural y 
Metabolómica (PLABEM) con sede en el Instituto Leloir se obtuvo la estructura 
tridimensional de AgTrx mediante la difracción de rayos X. Para la difracción de rayos 
X se colectaron sets completos de datos de difracción de 2 cristales, obtenidos a 1,95 
Angstroms de resolución máxima. La celda obtenida fue monoclínica con dos moléculas 
en la unidad asimétrica y parámetros de red a=108, b=29, c=80 Å, beta=128º (Figura 
34). Los datos obtenidos de la difracción fueron analizados por diferentes programas 
con los que se arribó a la estructura final que fue publicada en el sitio PDB con el N° de 
acceso 5DBQ (Figura 35). La estructura obtenida muestra que el motivo del sitio activo 
(Trp-Cys-Gly-Pro-Cys) se conserva al igual que lo hace la estructura tridimensional que 
se correlaciona con el pliegue típico de Trx, y que consiste en un centro hidrofóbico 
compuesto por 4 láminas  rodeado de 4 hélices (Figura 35). Este resultado se 
correlaciona con otras Trx, ya que las Trx tienen la característica de conservar una alta 
similitud en su estructura tridimensional pese a diferencias en su estructura primaria. El 
puente disulfuro del sitio activo que le confiere la propiedad de antioxidante a la Trx se 
encuentra comprendido entre los residuos 32 y 35 (Martin, 1995). 
Si bien AgTrx presenta una alta homología de secuencia (92%) con otras Trx de 
lepidópteros como Spodoptera litura (KM358526), Manduca sexta (AF117573), 
Bombyx mori (NM001098334) y Helicoverpa armigera (JQ744277), esta homología 
decrece considerablemente cuando se aleja del orden filogenético presentando un 63% 
de homología con Trx de Drosophila melanogaster (1XWA), 43% de homología con 
Trx de arroz (Oryza sativa, 1WMJA), 39% con Trx h1 de soja (GmTrxh1 ABV71991) y 
un 37% con Trx humana (1UVZA). Sin embargo al generar un alineamiento 
tridimensional se pudo determinar que la estructura presentó un 100% de homología con 
Trx de Drosophila melanogaster (1XWA) y Trx humana (1UVZA) (Figura 36) con las 
que presentaba sólo un 63% y 37% de homología de secuencia. 
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A pesar de los resultados obtenidos es difícil todavía realizar inferencias claras sobre 
los mecanismos de resistencia de las orugas de A. gemmatalis a los IP de soja. La 
búsqueda por obtener la mayor cantidad posible de actores involucrados para las 
mediciones in vitro permitirá generar un acercamiento mayor a la realidad. Es difícil 
predecir si las AgTrx y GmTrxh1 tienen la misma capacidad de restauración de la 
actividad de tripsina de las orugas de A. gemmatalis como la de la tripsina bovina. En 
Terra y Ferreira (1994), se describen las diferencias estructurales y de actividad de la 
tripsina bovina y de las tripsinas de insectos. Lopes et al. (2004) remarca las diferencias 
estructurales entre tripsinas y muestra cómo los insectos, y los lepidópteros en particular 
han ido evolucionando produciendo tripsinas más insensibles a los IP. A pesar de estos 
hallazgos aún no está claro cuál es el mecanismo de regulación por el cual los IP 
generan cambios en la expresión de las tripsinas digestivas de los insectos. 
Aunque queda claro que los insectos son capaces de expresar una variedad de 
proteinasas en respuesta a la exposición a IP, el mecanismo de inducción enzimática es 
aún desconocido así como también se desconoce qué otros factores están involucrados 
de manera más directa en esta tolerancia a los IP, como es el caso de AgTrx.  Clonar y 
expresar la mayor cantidad de tripsinas de A. gemmatalis posibles para poder evaluar  
sus características de resistencia o susceptibilidad frente a los GmIP, y las interacciones 
con AgTrx y GmTrx ayudarían a identificar estos intrincados mecanismos. 
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6. CONCLUSIONES FINALES 
 
 
 La soja aumentó la concentración de GmIP en respuesta al ataque de A. gemmatalis.  
 
 A. gemmatalis tolera los GmIP ya que al alimentarse de éstos mantiene una alta 
supervivencia y peso. 
 
 La actividad de tripsinas digestivas de A. gemmatalis no se vio afectada por el 
consumo de GmIP sugiriendo que éste mantenimiento de la actividad enzimática 
intestinal es el responsable de la tolerancia de A. gemmatalis a los GmIP. 
 
 La expresión de genes de tripsinas digestivas (AgTry1 y AgTry2) de orugas de A. 
gemmatalis aumentó por el consumo de GmIP. 
 
 La expresión del gen de tripsina digestiva de A. gemmatalis AgTry3 aumentó en 
presencia de GmIP pero se mantuvo constante en los experimentos de hojas donde la 
diferencia radicaba en la ausencia de KTI pero no la BBI lo que sugiere la capacidad 
de A. gemmatalis de adaptarse diferencialmente a BBI o KTI. 
 
 AgTry1 presenta homología de secuencia con tripsinas digestivas de lepidópteros 
insensibles a los IP o de tipo II.  
 
 AgTry2 presenta homología de secuencia con tripsinas digestivas de lepidópteros 
sensibles a los IP o de tipo I. 
 
 AgTry3 presenta homología de secuencia con tripsinas digestivas de lepidópteros 
sensibles a los IP o de tipo III. 
 
 La AgTrx aumenta su expresión en respuesta a los GmIP. 
 
 La AgTrx restauró la actividad de la tripsina bovina que había sido inhibida tanto 
por KTI como por BBI sugiriendo una función más directa de AgTrx en la 
adaptación de A. gemmatalis a los GmIP. 
 
 La GmTrxh1 restauró la actividad de la tripsina bovina que había sido inhibida tanto 
por KTI como por BBI. 
 
 La AgTrx restauró la actividad de la tripsina bovina en mayor proporción que 
GmTrxh1 lo que sugiere una especificidad de interacción de las Trx con los GmIP. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
A los fines de poder evaluar la interacción específica de AgTrx con BBI y con KTI, 
y de éstos con las tripsinas digestivas de A. gemmatalis, así como poder establecer la 
función en la digestión de la Trx de soja se ha propuesto ampliar este trabajo con 
diferentes líneas de acción: 
1- La obtención de la estructura tridimensional de los complejos AgTrx- BBI y 
AgTrx-KTI a los fines de poder estudiar la interacción particular de AgTrx con los 
mismos. Hasta el momento se ha podido obtener la estructura de AgTrx que es un paso 
fundamental para luego poder entender los cambios conformacionales de interacción 
con cada uno de los GmIP. La obtención de los complejos radica en que la interacción 
de AgTrx para reducir a BBI o KTI es momentánea y se necesita estabilidad en la 
interacción para poder realizar la cristalografía y posterior difracción. Para poder lograr 
esta estabilidad en la interacción es preciso mutar la cisteína resolutiva (Cys 35) del 
puente disulfuro por una serina como se muestra en Maeda et al., (2006), donde logran 
cristalizar un complejo de Trx de cebada con un inhibidor de cebada. Ya se ha avanzado 
en este punto y se ha logrado obtener la Trx de A. gemmatalis mutada y expresada 
heterólogamente en E. coli y en estos momentos se están realizando las pruebas de 
cristalización del complejo con BBI en colaboración con la plataforma PLABEM. 
2- Obtener la mayor cantidad posible de genes de isoformas de tripsinas digestivas 
de A. gemmatalis, expresarlas heterólogamente y realizar experimentos de interacción 
con Trx y GmIP, y establecer abundancia relativa de las mismas por Western blot. Para 
esto es vital poder obtener las secuencias codificantes completas de los genes de 
tripsinas digestivas y expresarlas heterólogamente para poder realizar los experimentos 
de interacción y los anticuerpos específicos para los Western blot. Hasta el momento se 
ha podido obtener la secuencia codificante completa de AgTry1 y se está trabajando en 
la obtención de la expresión heteróloga en E. coli que se ve dificultada ya que la tripsina 
al ser una proteasa, degrada a E. coli perjudicando la expresión adecuada de la enzima. 
3- Para poder dilucidar y comprender más sobre la interacción in vivo que puede 
establecerse entre BBI y KTI y la Trx de A. gemmatalis es fundamental poder realizar 
experimentos de co-localización tejido específico mediante la técnica western blot con 
anticuerpos específicos anti-AgTrx y anti-GmIP. Se ha avanzado en obtener con éxito 
anticuerpos anti-AgTrx de ratón generados en el bioterio del Instituto Leloir y a su vez 
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se ha accedido a anticuerpos específicos anti-BBI y anti-KTI cedidos por el grupo de 
investigación del Dr. David Brandon del servicio de investigación en agricultura de los 
Estados Unidos, con los que se comenzaron a realizar y poner a punto los experimentos 
de co-localización. 
El poder avanzar con estos puntos de investigación permitirá ahondar en los 
mecanismos de acción de A. gemmatalis para tolerar a los GmIP así como también 
establecer el rol de la Trx en la digestión. 
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